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I.1 Gefäßentwicklung im Embryo 
Das kardiovaskuläre System ist das erste funktional entwickelte Organ in Vertebraten, das 
die Versorgung der Körperzellen mit Sauerstoff, Nährstoffen und Botenstoffen sowie den 
Abtransport von Abbauprodukten des Stoffwechsels gewährleistet. Dabei wird die 
Bildung des Blutgefäßsystems durch den koordinierten Ablauf von Vaskulogenese und 
Angiogenese erreicht (Pardanaud et al., 1989; Risau und Flamme, 1995). Im adulten 
Organismus kommt Gefäßneubildung nur selten vor, wie z.B. während der Aufbauphase 
des Endometriums oder kurzzeitig bei der Wundheilung. Dieser Prozess läuft unter streng 
kontrollierten Bedingungen pro- und anti-angiogener Faktoren ab, die im Gleichgewicht 
vorliegen (siehe auch Tab. I.1). Anders verhält es sich in Tumoren. Ab einer gewissen 
Größe des Zellklons ist der Tumor auf die Neubildung eines eigenen Gefäßsystems 
angewiesen und induziert die Vaskularisierung, indem er das Gleichgewicht in Richtung 
Angiogenese verschiebt (Hanahan und Folkman, 1996). Somit sind Wachstum, 
Progression und Metastasierung eines Tumors angiogeneseabhängig. Studien an 
Embryonen zum Ablauf zellulärer und molekularer Mechanismen bei der physiologischen 
Gefäßentwicklung können hilfreich sein, um Mechanismen der pathophysiologischen 
Neovaskularisierung maligner Tumoren zu verstehen und sie gegebenenfalls für 
therapeutische Anwendungen zu nutzen. 
Die de novo-Ausbildung eines primitiven Gefäßsystems während der 
Embryonalentwicklung wird als Vaskulogenese bezeichnet (Risau und Flamme, 1995). 
Sie beginnt mit der Differenzierung vaskulärer Vorläuferzellen im primitiven 
embryonalen Mesoderm und ist abhängig von Signalen des 
Fibroblastenwachstumsfaktors (FGF) (Risau und Flamme, 1995; Risau, 1997). Dies führt 
in einer Subpopulation mesodermaler Zellen zur Expression des Rezeptors für den 
Gefäßendothelzellwachstumsfaktor (VEGF Rezeptor-2, Flk-1) (Eichmann et al., 2002; 
Kubo und Alitalo, 2003). Über Migrationsprozesse gelangen diese Vorläuferzellen zum 
extraembryonalen Dottersack und bilden erste vaskuläre Strukturen aus, die als Blutinseln 
bezeichnet werden. Im Zentrum dieser Zellaggregate differenzieren hämatopoetische 
Vorläuferzellen, während die Zellen der Peripherie die Vorläufer der Endothelzellen sind 
und als Angioblasten bezeichnet werden (Risau und Flamme, 1995). Aufgrund der 
zeitgleichen Entwicklung von hämatopoetischen und endothelialen Zellen sowie der 
engen räumlichen Assoziation der entsprechenden Vorläuferzellen wurde ein 




1995). Auch die Differenzierung glatter Muskelzellen aus Flk-1 positiven 
Progenitorzellen wurde beobachtet und führte zu der Annahme, dass alle drei Zelltypen 
aus einem gemeinsamen Vorläufer entstehen könnten (Yamashita et al., 2000). Im 
Verlauf der Entwicklung fusionieren die entstandenen Blutinseln schließlich zu einem 
kontinuierlichen primitiven Gefäßnetz, das noch über keine hierarchische Gliederung in 
Arterien und Venen verfügt.  
Kurz nach Differenzierung der extraembryonalen Angioblasten im Dottersack entstehen 
im lateralen Mesoderm intraembryonale Endothelzellvorläufer in engem Kontakt mit dem 
Endoderm (Pardanaud et al., 1987). Anders als bei der extraembryonalen Entwicklung der 
Endothelzellen erfolgt die Differenzierung intraembryonaler Angioblasten nicht in 
Assoziation mit hämatopoetischen Vorläuferzellen (Pardanaud et al., 1996). Einzige 
Ausnahme ist der splanchopleurale Anteil des lateralen Mesoderms. In diesem 
differenzieren Vorläuferzellen, aus denen sich neben Angioblasten der viszeralen Organe 
auch hämatopoetische Vorläuferzellen der ventralen Aorta ableiten (Cormier et al., 1986; 
Olah et al., 1988). Die intraembryonalen Angioblasten fusionieren schließlich in situ zu 
Blutgefäßen oder sie migrieren einzeln oder als Zellaggregate und integrieren in schon 
bestehende Gefäße. Anschließend verbinden sich extra- und intraembryonale 
Gefäßanlagen zu einem gemeinsamen primitiven Gefäßsystem. Die Vaskulogenese als 
Form der Gefäßbildung durch Fusion von Angioblasten tritt hauptsächlich während der 
Embryonalentwicklung auf. Allerdings wurden auch im adulten Organismus zirkulierende 
Endothelzellvorläufer (EPC) beobachtet. Sie verfügen wie Angioblasten und 
hämatopoetische Vorläuferzellen über dieselben Zellmarker wie Flk-1 oder CD34 
(zusammengefasst bei Luttun et al., 2002). EPC integrieren an Orten der 
Neovaskularisierung wie im ischämischen Gewebe oder in Tumoren und differenzieren 
zu reifen Endothelzellen (Asahara et al., 1997; 1999a; 1999b; Luttun et al., 2002). 
Die weitere Gefäßentwicklung im Embryo verläuft durch den Prozess der Angiogenese 
und führt zur Verfeinerung und Remodellierung der primitiven vaskulären Strukturen. 
Hierbei unterscheidet man zwischen Sprossung und Intussuszeption. Voraussetzung für 
die sprossende Angiogenese ist die proteolytische Degradation der Basalmembran und 
der extrazellulären Matrix (ECM), die es den Endothelzellen ermöglicht, in das 
perivaskuläre Gewebe auszuwandern. Hierzu setzten aktivierte Endothelzellen sowohl 
verschiedene Proteasen als auch deren Inhibitoren frei, die die Degradation lokal 
begrenzen. (Mignatti und Rifkin, 1996; Pepper et al., 1991). Anschließend erfolgt die 




Blutgefäße und kapillarer Schleifen. Intussuszeption hingegen bezeichnet die Teilung 
bereits existierender Gefäße. Dabei wird durch die Proliferation von Endothelzellen 
innerhalb eines Gefäßes zunächst das Lumen vergrößert und anschließend durch die 
Ausbildung transkapillarer Septen unterteilt (Burri und Tarek, 1990; Patan et al., 1992; 
1996a). Mit der Remodellierung setzt auch die Reifung der Gefäße ein, die zur 
hierarchischen Gliederung des Gefäßsystems in Arterien, Venen und Kapillaren führt. 
Durch Rekrutierung mesenchymaler periendothelialer Zellen, die zu Perizyten, glatten 
Muskelzellen und Fibrozyten differenzieren, kommt es zur Ausbildung einer 
stabilisierenden Gefäßwand. Grundlegend besteht diese aus drei Schichten, der Tunica 
intima, der intermediären Tunica media sowie der äußeren Tunica externa, auch 
Adventitia genannt. Bei größeren Blutgefäßen reicht die Versorgung der äußeren 
Schichten durch Diffusion aus dem Blutstrom nicht aus, so dass zusätzlich kleinere 
Blutgefäße der Adventitia, so genannte Vasa vasorum, den Stoffwechsel gewährleisten.  
 
 
I.2 Signalübertragung durch endotheliale Rezeptor-Tyrosin-Kinasen 
Maßgeblich an der Entwicklung des Blutgefäßsystems beteiligt sind die Familie der 
Wachstumsfaktoren für vaskuläre Endothelzellen (VEGF) und deren Rezeptoren 
(VEGFR) sowie das Angiopoietin/Angiopoietin-Rezeptorsystem (Abb. I.1). Hierbei 
umfasst die Gruppe der Wachstumsfaktoren die 5 sekretorischen Glykoproteine VEGF, 
auch als VEGF-A oder vaskulärer Permeabilitätsfaktor (VPF) bezeichnet, VEGF-B, 
VEGF-C, VEGF-D sowie der Plazenta Wachstumsfaktor (PlGF). Alle Mitglieder dieser 
Familie verfügen über eine konservierte Domäne aus acht Cysteinresten und üben ihre 
Funktion als antiparallele Dimere aus. Zu den Mitgliedern der VEGF-Rezeptor-Familie 
gehören die drei Rezeptor-Tyrosin-Kinasen VEGFR-1 (Flt-1), VEGFR-2 (KDR/Flk-1) 
sowie VEGFR-3 (Flt-4). Sie gehören der Klasse III der Rezeptor-Tyrosin-Kinasen (RTK) 
an und weisen extrazellulär sieben Immunglobulindomänen zur Ligandenbindung und 
intrazellulär eine geteilte Tyrosin-Kinase Domäne auf (Galland et al., 1993; Joukov et al., 
1996; Mustonen und Alitalo, 1995). Ebenso binden VEGFs an die Rezeptoren 
Neuropilin-1 und -2 (NRP-1 und NRP-2), die zur kleinen Familie der Typ I 
Transmembranproteine gehören sowie an heparansulfathaltige Proteoglykane der 
Zelloberfläche (Veikkola et al., 2000; Yancopoulos et al., 2000). Die Rezeptoren der 
Angiopoietine, Tie-1 und Tie-2, verfügen über einen komplexen extrazellulären Anteil. 
Dieser besteht aus einer kompletten und einer inkompletten Immunglobulin-ähnlichen 




(zusammengefasst bei Jones et al., 2001). Die Angiopoietin-Familie wird von den vier 
Mitgliedern Ang-1, Ang-2, Ang-3 und Ang-4 gebildet. Mit Ausnahme von Ang-1 binden 
diese als Homodimere an Tie-2. Ang-1 bindet als Homotetramer (Procopio et al., 1999). 
Liganden für Tie-1 sind derzeit noch nicht bekannt. 
 
 
Abb. I.1 Schematische Darstellung endothelialer Rezeptor-Tyrosin-Kinasen 
(Die Abbildung wurde von G. Breier zur Verfügung gestellt) 
 
I.2.1 VEGF/VEGFR-System  
Als erstes Mitglied der VEGF-Familie mit potenter mitogener Aktivität auf 
Endothelzellen wurde der Wachstumsfaktor VEGF-A beschrieben (Ferrara und Henzel, 
1989), der identisch mit dem bereits zuvor charakterisierten vaskulären 
Permeabilitätsfaktor (VPF) ist (Connolly et al., 1989; Senger et al., 1983). Seine 
Expression ist räumlich und zeitlich mit annähernd allen Prozessen der physiologischen 
und pathophysiologischen Gefäßneubildung assoziiert (zusammengefasst bei Ferrara et 
al., 2003). Durch alternatives Spleißen werden Isoformen von 121, 145, 165, 189 und 206 
Aminosäuren exprimiert, wobei letztere ausschließlich im humanen Organismus 
detektiert wurde. Die Affinität der Isoformen zur Bindung an die ECM korreliert mit dem 




heparansulfathaltigen Proteoglykanen der Zelloberfläche, während VEGF-A121 frei 
diffundieren kann.  
VEGF-A stimuliert die Proliferation von Endothelzellen (Keck et al., 1989; Leung et al., 
1989) und fungiert durch Reduktion der Apoptoserate als endothelialer Überlebensfaktor 
neu gebildeter Blutgefäße (Alon et al., 1995; Benjamin und Keshet, 1997; Gerber et al., 
1999). Auch die Migration von Endothelzellen wird durch VEGF stimuliert 
(Waltenberger et al., 1994), wobei z.B. die Sekretion von Matrixmetalloproteinasen und 
Plasminogen-Aktivatoren vom Urokinase-Typ (U-PA) (Mignatti und Rifkin, 1996) sowie 
des PA-Inhibitors PAI-1 (Pepper et al., 1991) erhöht wird. Ebenfalls moduliert VEGF-A 
die Expression von αvβ3-Integrin, das als endothelialer Rezeptor für Bestandteile der 
extrazellulären Matrix die für die Migration nötige Interaktion zwischen Endothelzellen 
und der ECM vermittelt (Friedlander et al., 1995; Varner et al., 1995).  
Die VEGF-Signalübertragung in Endothelzellen erfolgt vor allem über den VEGF 
Rezeptor-2 (Flk-1) (Millauer et al., 1993; 1994), einem der frühsten Marker für die 
Gefäßentwicklung (Millauer et al., 1993; Yamaguchi et al., 1993). Flk-1-defiziente Mäuse 
starben in utero an Tag 9 der Embryonalentwicklung und wiesen eine fehlende 
Ausbildung sowohl von Endothelzellen als auch von Blutzellen auf. Blutinseln im 
Dottersack wurden nicht ausgebildet. Organisierte Gefäßstrukturen und hämatopoetische 
Vorläuferzellen in Embryo und Dottersack waren nicht zu erkennen, was die Rolle des 
Flk-1 in der Differenzierung vaskulärer Vorläuferzellen bestätigte (Shalaby et al., 1995). 
Auch die VEGF-A Geninaktivierung führte zur embryonalen Letalität an Tag 9 der 
Entwicklung. Bereits der Verlust eines VEGF-A Allels resultierte in einer reduzierten 
Ausbildung von Gefäßen. Während die Differenzierung von Angioblasten nicht 
beeinflusst war, bildete sich im Dottersack nur ein primitiver Gefäßplexus aus und war 
die intraembryonale Gefäßbildung gestört (Carmeliet et al., 1996; 1999b; Ferrara et al., 
1996). Der vaskuläre Phänotyp nach homozygoter VEGF-A Geninaktivierung war noch 
stärker ausgeprägt und glich dem von Flk-1-/- Mäusen (Carmeliet et al., 1999b). Diese 
Ergebnisse weisen auf eine dosisabhängige Wirkung der embryonalen Gefäßentwicklung 
von VEGF-A hin. Weitere Studien demonstrierten die Abhängigkeit des Gefäßsystems 
von VEGF-Signalen auch in späteren Entwicklungsstadien. So führte die zellspezifische 
Inaktivierung des VEGF-A Gens in Neuronen und Astrozyten zu einer verminderten 





Anders als andere Mitglieder der VEGF-Familie verfügen VEGF-C und VEGF-D über 
amino- und carboxyterminale Regionen, die während der Sekretion proteolytisch 
gespalten werden. Beide vollständig prozessierten Liganden binden schließlich an Flk-1. 
Über diesen Rezeptor wirken sie mitogen auf Endothelzellen und permeablitätssteigernd 
auf Gefäße (Jussila und Alitalo, 2002). Auch der VEGF-C vermittelte Einfluss auf die 
Differenzierung früher Flk-1 positiver Endothelzellvorläufer (Eichmann et al., 1998) 
sowie auf die proteolytische Aktivität von Endothelzellen (Pepper et al., 1998) deuten auf 
eine Redundanz von VEGF-C mit VEGF-A hin. Mit Ausnahme der Lunge wird VEGF-D 
während der embryonalen Entwicklung nur in sehr geringen Mengen exprimiert. Diese 
vornehmlich organspezifische Expression ist auch im adulten Organismus zu beobachten 
(Farnebo et al., 1999).  
Die Bindung der Liganden führt zur Dimerisierung von Flk-1 und anschließenden 
Autophosphorylierung bestimmter Tyrosinreste in der intrazellulären Domäne. Die 
phosphorylierten Tyrosinresten interagieren mit Adaptermolekülen oder Phosphatasen 
(Kroll und Waltenberger, 1997) und initiieren eine Vielzahl von Signalwegen 
(Matsumoto und Claesson-Welsh, 2001). So führt beispielsweise die Aktivierung des 
p42/44 MAP-Kinase Weges zur transkriptionellen Regulation von Genen, die die 
Proliferation steuern. Über die Phosphatidylinisitol-3’-OH Kinase (PI3 Kinase) und den 
Akt-Signalweg werden Proteine aus dem Apoptoseprogramm reguliert, die das Überleben 
der Endothelzellen fördern. Auch führt dieser Signalweg zur Aktivierung der 
endothelialen Nitroxidsynthase (eNOS), die in Zusammenhang mit der Permeabilität von 
Gefäßen und der Migration von Endothelzellen gebracht wurde. Die Aktivierung der p38 
MAP-Kinase und der Fokalen-Adhäsions-Kinase (FAK) resultiert in der Reorganisation 
des Zytoskeletts und hat eine wichtige Funktion bei Migrationsprozessen und der 
Regulation der Permeablilität (Cross et al., 2003; Issbrucker et al., 2003; Matsumoto et 
al., 2002). 
Modulierend auf die Signaltransduktion des VEGF-Rezeptor-2 wirken zudem funktionale 
Interaktionen mit anderen endothelialen Molekülen. So führte die Aktivierung des αvβ3-
Integrins zu einer erhöhten Kinaseaktivität von Flk-1 (Soldi et al., 1999) und es wurde 
eine direkte Interaktion der extrazellulären Domäne von αvβ3-Integrin mit Flk-1 bestätigt 
(Borges et al., 2000). Durch Bindung von VEGF-A an NRP-1 konnte ein positiver 
Einfluss auf die Flk-1 Rezeptoraktivität nachgewiesen werden, die auf Ausbildung eines 
ternären Komplexes basierte. Chemotaxis und Mitogenität waren gesteigert (Neufeld et 




Cadherin bestätigt, einem transmembranen Adhäsionsmolekül der Zonula adhärens, das 
die Interaktionen zwischen benachbarten Endothelzellen reguliert (Breier et al., 1996). 
Eine VEGF-A induzierte Tyrosinphosphorylierung von VE-Cadherin und dessen 
Bindungspartnern β-Catenin, Plakoglobin und p120 konnte beobachtet werden (Esser et 
al., 1998). Umgekehrt hatte VE-Cadherin einen negativen Einfluss auf die Aktivierung 
von Flk-1 (Caveda et al., 1996; Rahimi und Kazlauskas, 1999).  
Die Rolle des VEGF Rezeptor-1 (Flt-1) in der endothelialen Signalübertragung ist noch 
weitgehend unklar. Flt-1 bindet VEGF-A mit einer etwa 10-fach stärkeren Affinität als 
Flk-1. Es wurde jedoch nur eine schwache Autophosphorylierung nach Ligandenbindung 
beobachtet, die für eine mitogene Antwort nicht ausreichte (Waltenberger et al., 1994). 
Zusätzlich wird durch alternatives Spleißen eine sekretorische Isoform exprimiert (sFlt-
1), die über sechs Immunglobulindomänen zur Ligandenbindung verfügt, aber keine 
nachweisbare signaltransduzierenden Eigenschaften aufweist (Petrova et al., 1999). Die 
Inaktivierung des flt-1 Gens resultierte in früher embryonaler Letalität. Massive 
Disorganisationen und Vergrößerungen vaskulärer Strukturen konnten beobachtet werden 
(Fong et al., 1995) und gingen mit einer gesteigerten Differenzierung von Vorläuferzellen 
zu Endothelzellen einher (Fong et al., 1999). Diese Ergebnisse sprechen dafür, dass Flt-1 
ein negativer Regulator des VEGF-A Signalweges sein könnte, in dem er VEGF-A 
sequestriert. Zudem wurde ein negativer Effekt auf den Flk-1 Signalweg bestätigt, indem 
PI3 Kinase-abhängige Flt-1 Signale antagonistisch zu mitogenen Signalen des VEGF 
Rezeptors-2 wirkten (Rahimi et al., 2000; Zeng et al., 2001). 
Neben VEGF-A binden die vaskulären Wachstumsfaktoren VEGF-B und PlGF exklusiv 
an Flt-1. VEGF-B wird vornehmlich im Herz exprimiert (Aase et al., 1999). Es sind zwei 
Isoformen von 167 und 186 Aminosäuren bekannt (Olofsson et al., 1996). Studien an 
„knock-out“ Mäusen demonstrierten eine modulierende Rolle von VEGF-B bei der 
koronaren Angiogenese, die jedoch für die Entwicklung des kardiovaskulären Systems 
nicht essentiell ist (Aase et al., 2001; Bellomo et al., 2000). In vitro wurde eine 
gesteigerte Expression und Aktivität von uPA und PAI-1 durch VEGF-B gezeigt, was für 
eine Funktion dieses Wachstumsfaktors bei der Degradation der ECM, Adhäsion oder 
Migration spricht (Olofsson et al., 1998). PlGF wird in endothelialen und nicht-
endothelialen Zellen der Plazenta exprimiert. PlGF-defiziente Mäuse wiesen jedoch 
keinen vaskulären Phänotyp während der Embryogenese auf. Im adulten Organismus 




Tumorgewebe (Carmeliet et al., 2001), was für eine Rolle des Flt-1/PlGF Systems bei der 
pathophysiologischen Angiogenese spricht. 
Um den Tag E8,5 der Embryonalentwicklung wird auch VEGFR-3 (Flt-4) von einer 
Subpopulation vaskulärer Endothelzellen exprimiert (Dumont et al., 1995; Kaipainen et 
al., 1995). Die Geninaktivierung von Flt-4 in Mäusen resultierte in einer abnormalen 
Gefäßorganisation mit schweren kardiovaskulären Defekten und führte zur Letalität um 
den Tag E9,5 (Dumont et al., 1998). Zu späteren Zeitpunkten der Embryonalentwicklung 
und im adulten Organismus ist die Expression weitgehend auf lymphatische 
Endothelzellen beschränkt (Kaipainen et al., 1995). Ausnahmen sind Kapillaren der 
Glomeruli und sinosidale Endothelien der Milz und Leber (Partanen et al., 2000). Als 
essentielle lymphangiogene Faktoren, die ihre Funktion über Flt-4 vermitteln, wurden die 
beiden vaskulären Wachstumsfaktoren VEGF-C und VEGF-D beschrieben. Deren 
Überexpression in der Haut transgener Mäuse resultierte in der Ausbildung eines 
hyperplastischen lymphatischen Gefäßnetzes, ohne dabei die Blutgefäßbildung zu 
beeinflussen (Jeltsch et al., 1997). Umgekehrt führte die Expression einer löslichen Flt-4 
Mutante in transgenen Tieren zur Hemmung der Lymphangiogenese und Regression 
bereits bestehender lymphatischer Gefäße (Makinen et al., 2001), und „knock-out“ 
Studien zeigten, dass VEGF-C als parakriner Faktor für die Lymphangiogenese im 
Embryo essentiell ist (Karkkainen et al., 2004). 
 
I.2.2 VEGF und Neuropiline  
Ursprünglich wurden NRP-1 und NRP-2 auf Axonen von Nervenzellen beschrieben 
(Chen et al., 1997; He und Tessier-Lavigne, 1997). Dort bilden sie zusammen mit 
Plexinen Rezeptorkomplexe für Klasse III Semaphorine, die im Nervensystem Signale in 
der Wegfindung von Axonen liefern (Neufeld et al., 2002). Durch ihre zusätzliche 
Funktion als Rezeptoren für die Isoformen VEGF-A165 (Soker et al., 1998; 2002) und 
VEGF-A145 (Karkkainen et al., 2001) sowie VEGF-B (Makinen et al. 1999), VEGF-C 
(Neufeld et al., 2002), das viruscodierte VEGF-E (Wise et al., 1999) sowie PlGF-2 
(Migdal et al., 1998) wurde eine modulierende Rolle auf die Aktivität von vaskulären 
Wachstumsfaktoren postuliert. Auch eine direkte VEGF-A vermittelte Interaktion von 
NRP-1 mit Flk-1 konnte gezeigt werden (Neufeld et al., 2002; Soker et al., 2002). Studien 
an NRP-1-defizienten Mäusen bestätigten einen komplexen vaskulären Phänotyp. So 
traten neben disorganisierten Dottersackgefäßen schwere kardiovaskuläre Defekte auf 




Tieren zu einem hypervaskulären Phänotyp (Kitsukawa et al., 1995). NRP-2 „knock-out“ 
Mäuse wiesen keinen vaskulären Phänotyp auf (Giger et al., 2000), zeigten aber mitunter 
Fehlbildungen des lymphatischen Gefäßsystems (Yuan et al., 2002). Dennoch scheint 
NRP-2 in der Entwicklung embryonaler Blutgefäße eine Rolle zu spielen, da NRP-
1/NRP-2-defiziente Mausembryonen einen gesteigerten vaskulären Phänotyp im 
Vergleich zu NRP-1 „knock-out“ Tieren zeigten und die homozygote Inaktivierung eines 
Neuropilins bei gleichzeitiger heterozygoter Mutation des anderen (NRP-1-/-/NRP-2+/- 
oder NRP-1+/-/NRP-2-/-) zu vaskulären Defekten und embryonaler Letalität führte 
(Takashima et al., 2002).  
 
I.2.3 Angiopoietine und Tie-Rezeptoren 
Die Rezeptor-Tyrosin-Kinasen Tie-1 und Tie-2 spielen eine zentrale Rolle bei der 
Remodellierung des primitiven Gefäßplexus zu vaskulären Strukturen (Risau, 1997). 
Hierbei tritt die Expression wenig später als die der VEGF-Rezeptoren Flt-1 und Flk-1 
auf (Dumont et al., 1995), bleibt im adulten Endothel jedoch erhalten (Wong et al., 1997). 
Beide Rezeptoren werden auch auf hämatopoetischen Zellen und deren Vorläufern 
exprimiert, jedoch konnte eine Beteiligung von Tie-1 oder Tie-2 an der embryonalen 
Hämatopoese nicht bestätigt werden (Rodewald und Sato, 1996). Eine Funktion bei der 
postnatalen Blutbildung im Knochenmark wurde jedoch postuliert (Puri und Bernstein, 
2003). 
Bis zum heutigen Stand der Forschung konnte für den Rezeptor Tie-1 noch kein Ligand 
identifiziert werden. Alle vier bekannten Angiopoietine binden ausschließlich an Tie-2 
(Davis et al., 1996; Maisonpierre et al., 1997). Die Ausbildung von Tie-1/Tie-2 
heterodimeren Komplexen auf Endothelzellen führte jedoch zu der Hypothese, dass Tie-1 
einen modulierenden Einfluss auf die Tie-2 Signaltransduktion nehmen könnte (Marron et 
al., 2000). Studien an „knock-out“ Tieren bestätigten, dass die Tie-Rezeptoren für die 
Vaskulogenese und frühe Angiogenese nicht essentiell sind (Puri et al., 1999). So führte 
die Inaktivierung des tie-1 Gens in Mäusen zum Absterben der Embryonen um den Tag 
E14 (Puri et al., 1995) oder kurz vor der Geburt (E18) (Sato et al., 1995). Massive 
Ausbildungen von Hämorrhagien und Ödemen durch Defekte der vaskulären Integrität 
sowie im Überleben von Endothelzellen konnten beobachtet werden. Größere Gefäße 
bildeten sich hingegen normal aus (Partanen et al., 1996; Puri et al., 1999). Tie-2-
defiziente Embryonen starben an Tag E10,5. Während die Vaskulogenese normal verlief, 




Dottersackgefäßen und im Aussprossen von Gefäßen. Für diesen Phänotyp verantwortlich 
könnten eine gestörte Rekrutierung von Perizyten oder ein Mangel an Überlebenssignalen 
für Endothelzellen sein (Dumont et al., 1994; Puri et al., 1999; Sato et al., 1995). Tie-
1/Tie-2 Doppelmutanten zeigten denselben vaskulären Phänotyp wie Tie-2-defiziente 
Mäuse (Puri et al., 1999).  
Ang-1 und Ang-4 aktivieren Tie-2 (Davis et al., 1996; Valenzuela et al., 1999) und es 
kommt nach Rezeptordimerisierung und Autophosphorylierung der Kinasedomäne zur 
Aktivierung verschiedener Signalwege. So werden Überlebenssignale durch die PI3 
Kinase und Phosphorylierung von Akt vermittelt. Signale über FAK oder das Protein 
Dok-R aktivieren die Migration der Endothelzellen (Ward und Dumont, 2002). Eine 
mitogene Antwort oder Ausbildung tubulärer Strukturen konnte jedoch nicht beobachtet 
werden (Davis et al., 1996; Koblizek et al., 1998). Im transgenen Tier resultierte die 
Überexpression von Ang-1 in einer Hypervaskularisierung durch Zunahme der 
Gefäßgröße (Suri et al., 1998). Ang-1-defiziente Embryonen starben an Tag E12.5 und 
wiesen keine Beeinträchtigung der Vaskulogenese auf. Die Ausbildung eines hierarchisch 
geordneten Gefäßnetzes durch Angiogenese und Remodellierung war jedoch gestört (Suri 
et al., 1996). Dieser Phänotyp gleicht sehr dem Tie-2-defizienter Mäuse und bestätigt die 
Hypothese, dass das Ang-1/Tie-2 System für die Stabilisierung und Remodellierung der 
Blutgefäße verantwortlich ist (Davis et al., 1996). 
Mit gleicher Affinität wie Ang-1 bindet auch Ang-2 an Tie-2. Eine Ang-2-vermittelte 
Autophosphorylierung des Rezeptors tritt jedoch nur schwach auf und spricht für einen 
hemmenden Einfluss von Ang-2 auf die Ang-1-vermittelte Signaltransduktion 
(Maisonpierre et al., 1997). Diese Hypothese wurde durch die Überexpression von Ang-2 
im transgenen Tiermodell bestätigt. Die Embryonen starben aufgrund einer inhibierten 
embryonalen Gefäßentwicklung, die mit den Phänotypen von Ang-1-/- oder Tie-2-/- 
Mäusen vergleichbar war (Maisonpierre et al., 1997). Ang-2-defiziente Mäuse 
entwickelten erst nach der Geburt einen komplexen Phänotyp, der zur Letalität um den 
Tag P14 führte. Die Tiere zeigten Defekte bei der Remodellierung retinaler Gefäße sowie 
in der Ausbildung von Lymphgefäßen, die auf eine verschlechterte Assoziation der 
lymphatischen Endothelzellen mit lymphatischen glatten Muskelzellen zurückzuführen 






I.3 Die transkriptionelle Kontrolle der Gefäßentwicklung 
Die Regulation der VEGF-A Expression erfolgt über unterschiedliche exogene Stimuli 
und beruht auf einer erhöhten Transkriptions- und Translationsrate sowie einer erhöhten 
Stabilität der mRNA (Ikeda et al., 1995; Shweiki et al., 1992). Unter hypoxischen 
Bedingungen im Gewebe, wie sie durch Zellproliferation während der 
Embryonalentwicklung oder bei der Tumorprogression entstehen, wird die gesteigerte 
Transkription von VEGF-A primär durch die Aktivität des Hypoxie-induzierbaren 
Faktors HIF-1 hervorgerufen (Semenza et al., 1999). Posttranskriptionell wird eine 
erhöhte Stabilität der VEGF-A mRNA durch Bindung des spezifischen Proteins HuR am 
3‘-untranslatierten Bereich des mRNA-Transkriptes bewirkt (Levy et al., 1998). 
Zusätzlich erleichtert eine interne ribosomale Eintrittstelle (IRES) die Translation (Stein 
et al., 1998). Neben Hypoxie sind auch verschiedene Wachstumsfaktoren und Zytokine 
wie EGF oder PDGF, sowie TGF-β, TNF-α, TNF-β1 oder IL-1 an der Regulation der 
VEGF-A Expression beteiligt, und es wurde eine durch das Onkogen ras vermittelte 
Induktion der Expression beschrieben (Breier 2000; Ferrara und Davis-Smyth, 1997; 
Neufeld et al., 1999). Außerdem regulieren möglicherweise Steroidhormone die 
Expressionskontrolle während des weiblichen Ovulationszyklus (Garrido et al., 1993; 
Shweiki et al., 1993). 
Die VEGF-Rezeptor-1 (Flt-1) Expression ist ebenso wie die VEGF-A Expression direkt 
durch Hypoxie induzierbar (Detmar et al., 1997; Gerber et al., 1997). Neben einem 
Hypoxie-responsiven Element (HRE) ist ein cAMP-responsives Element (CRE) für die 
Expression des Gens nötig (Morishita et al., 1995; Wakiya et al., 1996). Zudem wurden 
Transkriptionsfaktoren aus der Ets-Familie (Wakiya et al., 1996) sowie das 
Zinkfingerprotein Egr-1 (Akuzawa et al., 2000; Vidal et al., 2000) als essentiell für die 
Transaktivierung des flt-1 Gens beschrieben. 
Die Regulation der VEGF-Rezeptor-2 (Flk-1) Expression wurde ausführlich an 
transgenen Mäusen untersucht. Es zeigte sich, dass ein 939 bp Fragment des flk-1 
Promotors in Kombination mit einem 2.3 kbp Fragment aus dem ersten Intron des Gens 
eine starke endothelspezifische Expression des lacZ Reportergens vermittelte (Kappel et 
al., 1999). Das Expressionsmuster des Reportergens stimmte dabei weitgehend mit dem 
des endogenen Flk-1 überein, trat allerdings erst an Tag E7,7 und damit einen Tag nach 
der Flk-1 Expression auf (Kataoka et al., 1997). Die funktionelle Analyse des 
Promotorfragments zeigte, dass Bindungsstellen für NFκB und CREB für die Aktivität in 




transgenen Tier wurde eine Abhängigkeit von Bindungsstellen für Ets-Familienmitglieder 
und HIF2α demonstriert (Elvert et al., 2003; Kappel et al., 2000). Die Enhancer Funktion 
konnte durch Deletionsstudien auf ein 510 bp Fragment eingeengt und eine Abhängigkeit 
der Aktivität von Ets, SCL/Tal-1, GATA oder HoxB5 Bindungsstellen gezeigt werden 
(Kappel et al., 2000; Wu et al., 2003). 
Die Regulation der Tie-1 Expression wurde an transgenen Mäusen untersucht, die das 
lacZ Reportergen unter der Kontrolle des humanen oder murinen tie-1 Promotors 
enthielten (Korhonen et al., 1995). Eine Abhängigkeit der Promotoraktivität von zwei 
doppelten Ets-Bindungsstellen, einer oktameren DNA-Sequenz sowie einer AP-2 
Bindungsstelle konnte gezeigt werden (Iljin et al., 1999; Korhonen et al., 1995). Darüber 
hinaus bestätigten in vitro Studien eine Induktion der Promotoraktivität unter Hypoxie, 
während veränderter Strömungseigenschaften oder TNF-α negativ regulatorisch wirkten 
(Chen-Konak et al., 2003). 
Auch die Regulation der Tie-2 Expression wurde an transgenen Mäusen analysiert. Ein 
Promotorfragment der 5'UTR in Kombination mit einem Enhancerfragment aus dem 
ersten Intron des tie-2 Gens vermittelten eine vollständige endothelzellspezifische 
Expression des Reportergens während der Embryonalentwicklung, die auch im adulten 
Gefäßsystem bestehen blieb (Schlaeger et al., 1995, 1997). Deletionsanalysen bestätigten 
eine Abhängigkeit beider regulatorischen Elemente von Bindungsstellen für Ets-Faktoren 
(Minami et al., 2003; Schlaeger et al., 1997). In vitro konnte eine Transaktivierung der 
Promotoraktivität durch die Ets-Faktoren NERF-2 und Elf-1 gezeigt werden (Dube et al., 
1999; 2001). Analog zu Tie-1 wurde zudem eine Abhängig der Promotoraktivität von 
einer oktameren DNA-Sequenz bestätigt (Fadel et al., 1999). 
Maßgeblich an der transkriptionellen Regulation endothelialer Rezeptoren beteiligt sind 
Mitglieder der Ets-Familie. Diese umfasst eine Gruppe von mehr als 50 Faktoren, die alle 
über ein als ETS Domäne bezeichnetes konservierte Helix-Schleife-Helix DNA-
Bindungsmotiv verfügen (Lelievre et al., 2001; Sharrocks, 2001). Ets-Bindungsstellen 
(EBS) wurden in einer Reihe von zellulären Promotoren gefunden, die u.a. für zahlreiche 
endothelzellspezifische Proteine codieren. So wurde in vitro die Transaktivierung der 
Promotoren der Rezeptor-Tyrosin-Kinasen Flt-1 (Morishita et al., 1995; Wakiya et al., 
1996), Flk-1 (Elvert et al., 2003; Kappel et al., 1999), Tie-1 (Iljin et al., 1999) und Tie-2 
(Schlaeger et al., 1997) sowie von Matrix-degradierender Proteasen und deren Inhibitoren 
(Gum et al., 1996; Iwasaka et al., 1996) oder Adhäsionsproteinen (Bottinger et al., 1994; 




Bereits in Blutinseln des Dottersacks lassen sich Ets-1 Transkripte nachweisen und 
sprechen für eine frühe Expression des Transkriptionsfaktors in Hämangioblasten 
(Pardanaud und Dieterlen-Lievre, 1993; Queva et al., 1993). Die Expression ist während 
der gesamten Embryonalentwicklung in Endothelzellen während des Prozesses der 
Vaskulogenese und Angiogenese zu beobachten (Vandenbunder et al., 1989; 1994), tritt 
allerdings auch in mesenchymalen Zellen bei der Morphogenese von Organen auf (Grevin 
et al., 1993; Queva et al., 1993). Studien an ets-1 „knock-out“ Mäusen zeigten, dass trotz 
prädominanter Expression in Endothelzellen und deren Vorläufern sowie dessen 
Beteiligung an der transkriptionellen Regulation angiogener Prozesse Ets-1 für die 
Gefäßbildung im Embryo nicht essentiell ist (Bories et al., 1995; Muthusamy et al., 
1995). Eine mögliche Erklärung könnte die endothelzellspezifische Co-Expression 
anderer Ets-Familienmitglieder wie Erg oder Fli-1 sein, was für eine funktionale 
Redundanz dieser Transkriptionsfaktoren spricht (Lelievre et al., 2001; Maroulakou und 
Bowe, 2000). Stattdessen weist der Phänotyp Ets-1-defizienter Tiere auf eine 
maßgebliche Beteiligung dieses Transkriptionsfaktors bei der Differenzierung der 
lymphoidalen Zelllinien hin (Barton et al., 1998; Bories et al., 1995; Muthusamy et al., 
1995; Walunas et al., 2000). In Endothelien adulter Gefäße ist Ets-1 nicht detektierbar. 
Die Expression wird aber bei angiogenen Prozessen während der Wundheilung, der 
inflammatorischen Angiogenese sowie der Vaskularisierung von Tumoren transient 
reaktiviert (Bolon et al., 1995; 1996; Wernert et al., 1992; 2002). In diesem 
Zusammenhang wurde eine Zunahme der Ets-1 Expression in Endothelzellen und 
vaskulären Muskelzellen als Antwort auf angiogene Faktoren wie VEGF-A, TNF-α, 
bFGF, TGF-β oder HGF bestätigt (Iwasaka et al., 1996; Wernert et al., 1992).  
Neben Ets Faktoren sind die Hypoxie-induzierbaren Faktoren (HIF) essentielle 
transkriptionelle Regulatoren der Gefäßbildung. HIFs sind Transkriptionsfaktoren, die als 
Heterodimere aus einer der drei α-Untereinheiten (HIF1α, HIF2α, HIF3α) mit der HIF1β 
(ARNT 1-3) Untereinheit wirken. Sie verfügen über ein basisches Helix-Schleife-Helix 
(bHLH) DNA-Bindungsmotiv, das zusammen mit den PAS A und PAS B Domänen die 
Bindung an Hypoxie-responsive Elemente (HRE) der DNA vermittelt. Während die 
ARNT Untereinheit unabhängig vom Sauerstoffgehalt der Zelle ubiquitär exprimiert wird 
(Brahimi-Horn et al., 2001; Kewley et al., 2004) und primär im Zellkern vorliegt (Chilov 
et al., 1999), ist die Stabilität der α-Untereinheiten durch Hypoxie regulierbar (Gradin et 
al., 1996; Huang et al., 1996). Unter normoxischen Bedingungen werden die HIFα 




Hierzu vermitteln die sauerstoffabhängigen Prolinhydroxylasen PHD1-4 die 
Hydroxylierung zweier Prolinreste von HIFα, die vom van Hippel-Lindau Protein 
(pVHL) gebunden werden. Als Teil des E3-Ubiquitin-Ligase Komplexes katalysiert 
pVHL die Übertragung von poly-Ubiquitin-Ketten auf HIFα und markiert es für den 
proteasomalen Abbau. Die Acetylierung eines Lysinrestes durch das Enzym ARD-1 
fördert zusätzlich die Interaktion von pVHL mit HIFα und resultiert in einer gesteigerten 
Degradation von HIF-1α (Jeong et al., 2002). Zudem wirken weitere posttranslationale 
Modifikationen modulierend auf die Aktivität der α-Untereinheiten (Conrad et al., 1999; 
Gradin et al., 2002; Richard et al., 1999; Lando et al., 2002) 
Neben Genen aus dem Energiemetabolismus und der Erythropoese ist der potente 
angiogene Faktor VEGF eines der wesentlichen hypoxieregulierten Zielgene. In vitro 
wiesen kultivierte Endothelzellen unter Hypoxie eine Induktion der VEGF Expression auf 
(Liu et al., 1995) und führte die adenovirale Überexpression von HIF1 zu einer 
verstärkten Expression von VEGF und anderer angiogener Faktoren wie PlGF, Ang-1 und 
Ang-2 (Kelly et al., 2003; Yamakawa et al., 2003). Ebenso zeigten VEGF-Rezeptoren 
eine Stimulation unter Hypoxie. Kultivierte Endothelzellen exprimierten unter 
Sauerstoffmangel vermehrt Flt-1 und Flk-1 auf Proteinebene (Waltenberger et al., 1996). 
Reportergenstudien und Mutationsanalysen in vitro demonstrierten die Abhängigkeit des 
flk-1 Promotors vom HIF-System. So konnte der stimulatorische Effekt von HIF2, nicht 
aber von HIF1, auf die Promotoraktivität bestätigt werden (Kappel et al., 1999). Dabei 
erfolgt die Bindung von HIF2α an ein HRE-ähnliches Motiv (HBS) in direkter 
Nachbarschaft einer Ets-Bindungsstelle, die somit zusammen ein positiv-regulatorisches 
Element bilden (HBS/EBS). HIF2 interagiert mit Ets-1 und wirkt kooperativ auf die flk-1 
regulierte Reportergenexpression. Innerhalb des Promotors befinden sich zwei HBS/EBS 
Elemete, die beide für eine vollständige endothelzellspezifische Reportergenexpression 
im transgenen Embryo essentiell sind (Elvert et al., 2003). 
Während der Embryonalentwicklung wird HIF1α ubiquitär (Jain et al., 1998), HIF2α 
hingegen prädominant in Endothelzellen exprimiert (Ema et al., 1997; Flamme et al., 
1997; Tian et al., 1997). Inaktivierungstudien bestätigten, dass sowohl HIF1α (Iyer et al., 
1998; Ryan et al., 1998) als auch ARNT (Kozak et al., 1997; Maltepe et al., 1997) für die 
embryonale Entwicklung essentiell sind. Die Embryonen zeigten u.a. Defekte in der 
Herzentwicklung und Ausbildung von Dottersackgefäßen. Unabhängige Studien zur 
Inaktivierung von hif2α hingegen resultierten in sehr unterschiedlichen Phänotypen 




endothelzellspezifischer Expression trat lediglich in einer Studie ein abnormaler 
vaskulärer Phänotyp auf, der durch eine gestörte Ausbildung der Dottersackgefäße 
gekennzeichnet war (Peng et al., 2000). Neuste in vivo Studien sprechen jedoch für HIF2α 
als essentiellen intrinsischen Faktor bei der transkriptionellen Regulation endothelialer 
Rezeptoren. So führte die Blockierung von HIF-Signalwegen durch 
endothelzellspezifische Überexpression einer dominant-negativen Deletionsmutante 
(dnHIF2) zu massiven Störungen der physiologischen Angiogenese und der 
Herzentwicklung, die auf eine verminderte Expression der endothelialen Rezeptor-
Tyrosin-Kinasen Flt-1, Flk-1 und Tie-2 zurückzuführen war (Licht et al., eingereicht). 
Umgekehrt resultierte die adenovirale Überexpression von HIF2α im murinen 
Wundheilungsmodell in einer Induktion der Expression dieser Rezeptoren (Takeda et al., 
2004). 
Weitere wichtige Transkriptionsfaktoren der frühen Gefäßentwicklung sind SCL/Tal 
(Kallianpur et al., 1994) und GATA-2 (Dorfman et al., 1992) sowie Faktoren der Hox 
Familie (Gorski und Walsh, 2000). Diese wurden in Co-Expression mit Markern von 





Ab einer gewissen Größe des malignen Zellklons, nämlich dann, wenn die Versorgung 
der Tumorzellen mit Sauerstoff und Nährstoffen über die Diffusion allein nicht mehr 
aufrecht erhalten werden kann, ist der Tumor auf die Neubildung eines tumoreigenen 
Gefäßsystems angewiesen. Eine weitere Größenzunahme wäre sonst nicht mehr möglich. 
Bilden sich keine Gefäße aus, so können Tumorzellaggregate von ca. 105-106 Zellen mit 
einer Größe von wenigen Kubikmillimetern über Monate oder Jahre verharren (Gastl et 
al., 1997; Hori et al., 1991), bis sie angiogene Signalwege aktivieren (Folkman, 2002). 
Diese Aktivierung erfolgt durch einen Prozess, der als „angiogener Switch“ bezeichnet 
wird (Hanahan und Folkman, 1996; Hanahan und Weinberg, 2000). Dieser Hypothese 
zufolge ist das Verhältnis von Stimulatoren und Inhibitoren der Angiogenese für die 
Gefäßneubildung verantwortlich. Während unter physiologischen Bedingungen das 
Fehlen von Stimulatoren oder eine erhöhte Konzentration von Inhibitoren angiogene 
Prozesse verhindert, induziert die Verschiebung dieser Balance den „angiogenen Switch“ 
und führt zur pathologischen Gefäßneubildung. Eine Übersicht der wichtigsten 





endogene pro-angiogene Faktoren endogene anti-angiogene Faktoren 
• VEGF-A 
• Plazenta Wachstumsfaktor (PlGF) 
• Fibroblasten Wachstumsfaktoren (aFGF 
und bFGF) 
• Granulozyten Kolonie-stimulierender 
Faktor (G-CSF) 
• Hepatozyten Wachstumsfaktor (HGF) 
• epidermaler Wachstumsfaktor (EGF) 
• Plättchen Wachstumsfaktor (PDGF) 
• transformierender Wachstumsfaktor 
(TFG-α, TFG-β) 
• Tumor-Nekrose-Faktor-α (TNF-α) 





• Thrombospondine (TSP-1, TSP-2) 
• Vasostatin 
• Plättchenfaktor 4 (PF4) 
• Gewebeinhibitoren der 
Metalloproteinasen (TIMP-1, -2, -3) 
• Interferone (INF-α, -β, -γ) 
• Interferon-induzierbares Protein (IP-10) 
• Interleukine (IL-1, -4, 12) 
 
 
Tab. I.1 Übersicht der wichtigsten pro- und anti-angiogenen Faktoren 
 
Maßgeblicher Regulator der Neovaskularisierung von Tumoren ist der Sauerstoffgehalt. 
Tumorzellen, die mehr als 100-200 µm, der maximalen Diffusionsstrecke von Sauerstoff, 
vom nächsten Gefäß entfernt sind, werden hypoxisch. Klinische Studien zeigten, dass 
Hypoxie einer der entscheidenden Stimuli der Tumorangiogenese ist (Shweiki et al., 
1992), mit der Tumorprogression (Hockel et al., 1996; Zhong et al., 1999) sowie 
Metastasierung (Brizel et al., 1996; Rofstad, 2000) korreliert und negativ auf die 
Effektivität von Standardtherapien wirkt (Brown, 2000). Durch den lokalen 
Sauerstoffmangel kommt es zur Stabilisierung von Hypoxie-induzierbaren Faktoren 
(HIF), die wiederum die Expression an der Angiogenese beteiligter Zielgene wie VEGF-
A, PlGF, Flk-1, Tie-2 sowie Ang-1 und Ang-2 induzieren. Darüber hinaus ist das 
Gefäßsystem eines Tumors in hohem Maße disorganisiert und teilweise nicht funktional. 
Der Blutfluss ist weniger strikt reguliert (Baish und Jain, 2000), wodurch zusätzlich 
hypoxische Regionen entstehen können (Helmlinger et al., 1997). Weiterhin zeigt sich 
eine verminderte Interaktion zwischen Endothelzellen und perivaskulären Zellen, 
wodurch neue Gefäße weniger stabilisiert sind. Eine fehlende oder diskontinuierliche 
Basalmembran, erweiterte interendotheliale Verbindungen und Fenestrierungen des 
Endothels führen zudem zu einer erhöhten Permeabilität der Gefäße und damit zu einem 
erhöhten Tumorinnendruck (Dvorak et al., 1999; Hashizume et al., 2000; Hobbs et al., 
1998).  
Derzeit werden mehrere Modelle der Tumorangiogenese diskutiert (Abb. I.2). Die 
gängigste Hypothese geht davon aus, dass zu Beginn der Tumor als avaskuläres 




„angiogenen Switch“ wodurch die Expression von VEGF in Tumorzellen (Plate et al., 
1992) und Stromazellen (Fukumura et al., 1998) stimuliert wird. Zusammen mit Ang-2 
und Flk-1, deren Expression stark in den Tumorendothelzellen induziert wird (Zagzag et 
al., 1999), bewirkt die erhöhte VEGF Konzentration eine angiogene Antwort. Diese 
erfolgt durch Aussprossen benachbarter Gefäße der Tumorperipherie oder durch 
Intussuszeption (Patan et al., 1996b). Auch die Beteiligung endothelialer Vorläuferzellen  
aus dem Knochenmark wurde für dieses Modell der Tumorangiogenese postuliert 
(Asahara et al., 1997; 1999a; 1999b; 2000; Rafii, 2000). Analysen an Tiermodellen 
bestätigten die Rekrutierung zirkulierender endothelialer und hämatopoetischer 
Vorläuferzellen bei der Neovaskularisierung experimenteller Tumoren (Lyden et al., 
2001). Dieses Modell wird primär in Bezug mit epithelialen Tumoren diskutiert, die 
räumlich durch eine Basalmembran vom Gefäßsystem separiert sind. Ebenso beschreibt 
es den Prozess der Vaskularisierung experimenteller Tumoren, die durch subkutane, 
intracorneale oder intravitreole Inokulation von Tumorzellen entstehen, da diese Bereiche 
in der Regel avaskulär sind.  
 
 
                   
 
Abb. I.2 Modelle der Tumorangiogenese 
A. Tumorwachstum durch Sprossung oder Intussuszeption. Im zunächst avaskulären Tumorgewebe 
entstehen durch Proliferation hypoxische Bereiche, die zu einer Induktion der Expression von VEGF 
führen, so dass vorhandene Gefäße in den Tumor einsprossen. B. Tumorwachstum entlang von 
bestehenden Gefäßen (Kooption). Durch autokrine Expression von Ang-2 bilden sich die okkupierten 
Gefäße zurück, so dass erst sekundär ein avaskulärer, hypoxischer Tumor entsteht. Durch Induktion der 









Ein weiteres Modell der Tumorangiogenese wird als Kooption bezeichnet 
(zusammengefasst bei Yancopoulos et al., 2000). Dabei schließen Tumorzellen bereits 
existierende Gefäße ein, so dass primär ein gut vaskularisierter Tumor entsteht. Im 
folgenden Prozess bilden sich durch die autokrine Ang-2 Expression im Endothel, die 
noch vor der VEGF-A/Flk-1 Expression induziert wird, die okkupierten Gefäße zurück. 
Diese Gefäßregression ist zurückzuführen auf eine verminderte Interaktion von 
Endothelzellen und Perizyten sowie einer gesteigerten Apoptoserate von Endothelzellen. 
Erst sekundär entsteht ein avaskulärer und hypoxischer Tumor, wodurch schließlich 
angiogene Prozesse aktiviert werden. Die Hypoxie-induzierte Expression von VEGF in 
der Tumorzelle und von Ang-2 in den Endothelien vermitteln dabei die 
Neovaskularisierung (Holash et al., 1999a; 1999b). Diesem Modell widersprechen 
Studien an Tumoren, die bereits unter normoxischen Bedingungen VEGF exprimieren 
(Goldbrunner et al., 1999; Plate et al., 1993; Shweiki et al., 1995). Diese Tumoren 
induzierten unabhängig von Größe und Sauerstoffgehalt des Tumorgewebes die 
Aussprossung von Gefäßen. Parallel okkupierten Tumorzellen bestehende Gefäße, um sie 
als Pfad für eine invasive Ausbreitung ins benachbarte Gewebe zu nutzen. Dies ging mit 
einer simultanen Induktion der Flk-1 und Ang-2 Expression in tumoralen und 
peritumoralen Endothelien einher und führte zu der Hypothese, dass die Remodellierung 
des Gefäßsystems letztendlich von der Balance zwischen VEGF und Ang-2 abhängig ist 
(Vajkoczy et al., 2002).  
 
 
I.5. Anti-angiogene Strategien der Tumortherapie 
Da Wachstum, Progression und Metastasierung vieler maligner Tumoren 
angiogenesabhängig ist, stellt die spezifische Hemmung angiogener Prozesse während der 
Entwicklung solider Tumoren eine zusätzliche Therapiemöglichkeit dar. Hierbei ist der 
wesentliche Vorteil gegenüber konventionellen Chemotherapien, dass anti-angiogene 
Substanzen hauptsächlich mit den Aktivitäten der Endothelzellen interferieren, die 
aufgrund ihrer genetischen Stabilität nur eine sehr geringe Mutationsrate zeigen. Somit ist 
die Wahrscheinlichkeit einer Resistenzentwicklung gegen das therapeutische Agens 
weitaus niedriger, was Studien bestätigten (Boehm et al., 1997).  
Da die Tumorangiogenese nach einer bestimmten Sequenz abläuft, ergeben sich mehrere 
zielgerichtete therapeutische Strategien. Zur Gruppe der Antagonisten der 
Endothelzellmigration gehören Inhibitoren der Matrixmetalloproteasen und der αvβ3-




2003). Durch Hemmung der Proteasen wird die zur Migration notwendige Degradation 
der extrazellulären Matrix (ECM) verhindert, während die Blockade der endothelialen 
Integrinfunktion die zur Migration nötige Adhäsion der Endothelzellen an die ECM 
inhibiert. Beide anti-angiogene Strategien wurden in experimentellen Tumormodellen 
bestätigt (Maquoi et al., 2004; Reinmuth et al., 2003). Auch das humane Tumstatin 
(Maeshima et al., 2000) bzw. Endostatin (O’Reilly et al., 1997), zwei endogene 
Angiogeneseinhibitoren, die durch proteolytische Spaltung von Kollagen IV bzw. XVIII 
entstehen, vermitteln ihre anti-angiogenen Eigenschaften durch die Bindung an αvβ3- 
bzw. α5β1-Integrine (Sudharka et al., 2003). Beide Inhibitoren, wie auch Angiostatin 
(O’Reilly et al., 1994), gehören zur Gruppe der Antagonisten der 
Endothelzellproliferation, die endogen erst durch proteolytische Spaltung eines größeren 
Moleküls ohne anti-angiogene Eigenschaften freigesetzt werden. Deren inhibitorischen 
Eigenschaften wurden durch Überexpressionstudien an verschiedenen Tumormodellen 
bestätigt (zusammengefasst bei Cao 2001). 
Da jedoch VEGF als der wichtigste Regulator der Angiogenese identifiziert wurde, 
richten sich die meisten Studien zur Etablierung einer anti-angiogenen Therapie auf die 
Antagonisten des VEGF/VEGF-Rezeptor-Systems. In zahlreichen Tierexperimenten 
konnte gezeigt werden, dass die Applikation neutralisierender monoklonaler anti-VEGF 
Antikörper (Asano et al., 1995; Borgstrom et al., 1998; Kim et al., 1993; Warren et al., 
1995) oder anti-Flk-1 Antikörper (Sweeney et al., 2002; Zhang et al., 2002) sowie die 
Überexpression löslicher VEGFR-2 Fragmente (Kou et al., 2004; Lin et al., 1998; Tseng 
et al., 2002) oder Mutanten der Rezeptor-Tyrosin-Kinasen (Heidenreich et al., 2004; 
Machein et al., 1999; Millauer et al., 1996) anti-angiogene Effekte erzielten. 
Niedermolekulare Verbindungen, die selektiv die Autophosphorylierung der Rezeptor-
Tyrosin-Kinase Flk-1 inhibierten (Ciardiello et al., 2004; Mendel et al., 2000; Ruggeri et 
al., 2003; Sun et al., 2004), sowie die spezifische Degradation der mRNA von VEGF oder 
deren Rezeptoren (Pavco et al., 2000; Takei et al., 2004) resultierten ebenso in 
gehemmten Wachstum und Metastasierung solider experimenteller Tumoren. Darüber 
hinaus zeigten Studien an Tiermodellen, dass eine anti-VEGF Behandlung in 
Kombination mit einer Chemotherapie (Klement et al., 2000) oder Bestrahlungstherapie 
(Lee et al., 2000; Kozin et al., 2001) Monotherapien signifikant überlegen ist. 
Zahlreiche VEGF-Inhibitoren befinden sich bereits in klinischen Studien. Eine Übersicht 
dieser anti-angiogenen Therapiekonzepte gibt Tabelle I.2. Erst kürzlich wurde die 




Karzinomen mit dem monoklonalen und rekombinant humanisierten VEGF-Antikörper 
Bevacizumab (Avastin, Genentech) präsentiert, welche das Behandlungskonzept der 
Anti-Angiogenese bestätigte (Hurwitz et al., 2004). Die signifikante Verlängerung der 
Überlebenszeit von Patienten unter der Kombinationstherapie Chemotherapie (Irinotecan, 
Fluorouracil, und Leucovorin) mit Bevacizumab betrug 30% im Vergleich zu den 
Kontrollgruppen (Chemotherapie + Plazebo) und zeigte eine sehr gute Verträglichkeit. 
Neben einer geringeren Anzahl zirkulierender Endothelzellen und deren Vorläuferzellen 
führte die Behandlung mit Bevacizumab zu einer signifikanten Abnahme der Perfusion, 
des vaskulären Volumens und der mikrovaskulären Kapillardichte innerhalb des Tumors, 
wodurch ein verminderter interstitieller Innendruck den Zugang der Chemotherapeutika 
in das tumorale Gewebe erleichterte (Willett et al., 2004). 
 
Agenz Beschreibung Firma Status 
Bevacizumab (Avastin) hum m α-VEGF-A Genentech FDA getestet 
PTK787 RTK Inhibitor (VEGFR-1 und VEGFR-2) Novaris Phase-III 
Bay 43-9006 RAF Kinae Inhibitor (auch div. RTK) Bayer/Onyx Phase-III 
SU11248 RTK Inhibitor (div. RTK) Pfizer Phase-I/II 
AG 013676 RTK Inhibitor (div. RTK) Pfizer Phase-II 
ZD6474 RTK Inhibitor (VEGFR-1 und VEGFR-2) AstraZeneca Phase-II 
VEGF-trap löslicher Rezeptor Regeneron Phase-I/II 
anti-VEGFR2 mAb ImClone Phase-I 
 
Tab. I.2 Übersicht von VEGF-Inhibitoren in klinischen Studien 
(α) anti, (div.) verschiedene, (hum) humanisierter, (m) monoklonal, (RTK) Rezeptor-Tyrosin-Kinase, 
(VEGF) Gefäßendothelzellwachstumsfaktor, (VEGFR) VEGF Rezeptor 
(entnommen aus Ferarra et al., 2004) 
 
 
I.6 Avidin-Biotin-Technologie  
Die vielfältige Anwendung der Avidin-Biotin-Technologie für pharmakologische, 
diagnostische sowie therapeutische Fragestellungen ist auf die außergewöhnlich hohe 
Affinität von Avidin (Av) zu Biotin zurückzuführen (Green, 1975). Avidin besteht aus 
vier identischen Untereinheiten, die jeweils zur Bindung eines Biotinmoleküls fähig sind 
(Green, 1975). Diese nicht-kovalente Interaktion ist mit einer Dissoziationskonstante von 
Kd=10-15 M die stärkste in der Natur vorkommende und ist durch die Ausbildung von 36 
Hydrogenbindungen und ~100 van der Waalskräften annähernd irreversibel (Rosano et 
al., 1999). Endogen liegt Avidin als basisches Glykoprotein im Eiklar und Gewebe von 
Amphibien, Reptilien und Vögeln vor. Das bakterielle Homolog Streptavidin (sAv) 




neutral. Biotin ist als wasserlösliches Vitamin H für Säugerzellen essentiell. Endogen 
dient es durch seine CO2-bindende Eigenschaft als prosthetische Gruppe vier 
verschiedener Biotin-abhängiger Carboxylasen und spielt eine entscheidende Rolle in 
metabolischen Prozessen (Moss und Lane, 1971). Biotin enthält in seiner molekularen 
Struktur einen bizyklischen Ring, der die Interaktion mit Av oder sAv vermittelt. Über die 
Seitenkette der Aminosäure Valerin wird die Synthese biotinylierter Konjugate wie 
Radionuklide, Zytokine oder Liposomen gewährleistet (Wilbur et al., 1999).  
Derzeit werden Avidin und Streptavidin für die klinische und/oder diagnostische 
Anwendung von Antikörpern genutzt, um eine Bindung von Therapeutika zu vermitteln 
oder die Spezifität von Immuntherapien zu verbessern (zusammengefasst bei Boerman et 
al., 2003). Diese so genannten „pretargeting“ Modelle basieren auf der systemischen 
Applikation eines monoklonalen Antikörpers (mAb) gerichtet gegen ein 
tumorspezifisches Epitop (Schritt 1). Dieser ist biotinyliert (mAb-b), und vermittelt die 
Avidinylierung des Tumors (Schritt 2), so dass im dritten Schritt die Akkumulierung des 
systemisch verabreichten biotinylierten Konjugates am Tumor erreicht wird (3-Schritt 
Modell). Durch die Verwendung eines Immunglobulins (mAb-b) zur Markierung des 
Zielgewebes spricht man von einer „pretargeting Immuntherapie“ (Abb. I.3). 
Weiterentwicklungen dieses Systems zur Reduktion unspezifischer Bindungen beruhen 
auf den unterschiedlichen pharmakokinetischen Eigenschaften von Av und sAv 
(Rosebrough, 1993; Schechter et al., 1990) und führten zur Etablierung so genannter 5-
Schritt Modelle (zusammengefasst bei Boerman et al., 2003). In der Diagnostik und 
Therapie von Lungen- und Ovarialkarzinomen (Kalofonos et al., 1990; Magnani et al., 
2000) sowie von colorektalen Krebserkrankungen (Paganelli et al., 1991) oder Gliomen 
(Paganelli et al., 1999) fanden Avidin-Biotin-basierende Mehrschritt-Methoden bereits  
 
                
                    Tumor/Antigen            mAb-b             Av          biotinyliertes Konjugat 
 
Abb. I.3 Prinzip der 3-Schritt „pretargeting Immuntherapie“ 
Der gegen das Tumorantigen gerichtete monoklonale Antikörper ist biotinyliert. Im zweiten Schritt erfolgt 
die Avidinylierung des markierten Tumorgewebes, das die Bindung des im dritten Schritt verabreichten 
biotinylierten Konjugates, z.B. eines Radionuklids, vermittelt. (mAb-b) biotinylierter monoklonaler 




Anwendung. Klinische Studien bestätigten den Vorteil von „pretargeting“ Modellen im 
Vergleich zur direkten Anwendung radioaktiv markierter mAb bei der 
Radioimmuntherapie maligner Tumoren (Grana et al., 2002; Magnani et al., 2000; 
Paganelli et al., 1999; 2001). Diese Studien zeigten, dass Avidin-Biotin-basierende 
Methoden prinzipiell vom Organismus gut toleriert werden. Dennoch sind 
Immunreaktionen durch Verabreichung des mAb nicht ausgeschlossen. Ein weiteres 
wesentliches Problem der Methode ist der hohe Tumorinnendruck, der zu schlechten 
Penetrationsindices des mAb ins Tumorgewebe führt. Zudem müssen für jeden 
therapeutischen oder diagnostischen Ansatz neue mAb generiert werden. 
 
 
I.7 Die Fusionsproteine Lodavin und Scavidin 
Lodavin (Lehtolainen et al., 2003) und Scavidin (Lehtolainen et al., 2002) sind 
membranständige Fusionsproteine. Sie bestehen aus Anteilen eines endozytotischen 
Rezeptors dessen ursprüngliche Domäne zur Ligandenbindung deletiert und durch Avidin 
ersetzt wurde. Lodavin basiert auf Anteilen des humanen low density lipoprotein 
receptor (LDL-R). Dieser besteht aus 5 Domänen und reguliert als monomeres 
Glykoprotein die Bindung, Internalisierung und Degradierung der Lipoproteine LDL und 
vLDL aus dem Plasma (Goldstein und Brown, 1977). Innerhalb von Lodavin ist die 
aminoterminale Ligandenbindungsdomäne des LDL-R deletiert und durch Avidin ersetzt. 
Die beiden glykosylierten Domänen, verantwortlich für die Konformation und das 
Recycling des Rezeptors, die Transmembrandomäne (TM) sowie die zytoplasmatische 
Domäne (CP) zur Regulation der Endozytose und Einlagerung in Clathrin-haltige 
Bereiche der Zellmembran sind erhalten (Abb. I.4, links).  
Scavidin enthält Anteile des bovinen Scavenger Rezeptor A (SR-A). SR-A gehört zur 
großen Familie der Scavenger Rezeptoren, die primär auf Makrophagen exprimiert 
werden (Terpstra et al., 2000). Als trimere Membranproteine sind sie an der 
endozytotischen Aufnahme einer Vielzahl von Liganden beteiligt, wie z.B. von 
modifizierten Lipoproteinen, Bakterien oder apoptotischen Zellen (Brown und Goldstein, 
1986; Krieger, 1997; Platt et al., 1999). Hierzu erfolgt die Ligandenbindung über drei 
verschiedene Domänen, eine Cystein-reiche, eine Kollagen-artige und eine α-helikale 
Domäne, die sich im Carboxy-Terminus des Rezeptors befinden. Zusätzlich konnte ein 
Zusammenhang von SR-A bei der Regulation der Zelladhäsion gezeigt werden (de 
Winther et al., 2000). Innerhalb von Scavidin sind zwei der drei 






                                                
 
Abb. I.4 Die Fusionsproteine Lodavin und Scavidin 
Lodavin. Die cytoplasmatische Domäne (CP), Transmembrandomäne (TM) sowie die beiden 
glykosylierten extrazellulären Domänen des humanen LDL-R sind erhalten. Die Avidindomäne zur 
Bindung des Liganden befindet sich am Amino-Terminus des Fusionsproteins. Scavidin. Die 
cytoplasmatische Domäne (CP), Transmembrandomäne (TM) sowie die extrazelluläre α-helikale Domäne 
des SR-A sind erhalten. Die Avidindomäne befindet sich am Carboxy-Terminus des Proteins. (ZM) 
Zellmembran 
 
Domäne, die zusätzlich die Trimerisierung des Rezeptors und Freisetztung des 
gebundenen Liganden im sauren Milieu vermittelt, die Transmembrandomäne (TM), 
sowie die cytoplasmatische Domäne (CP) zur Regulation der Endozytose und 
Einlagerung in die Clathrin-haltige Zellmembran sind erhalten (Abb. I.4, rechts).  
Vorherrschend liegen Lodavin und Scavidin als Tetramere vor. Dabei regulieren die 
Rezeptoranteile die Lokalisierung in der Zellmembran und die Endozytose eines an die 
Avidindomäne gebundenen Liganden. Letzterer ist Biotin oder ein biotinyliertes 
Konjugat. In vivo Studien experimenteller BT4C Gliome, die Lodavin oder Scavidin 
exprimierten, demonstrierten die Funktionalität der Fusionsproteine (Lehtolainen et al., 
2002; 2003). So führte die intratumorale Applikation eines biotinylierten Liganden zu 
dessen spezifischer Akkumulierung ausschließlich in den Regionen des Tumorgewebes, 
die eine Expression von Lodavin oder Scavidin aufwiesen. Eine unspezifische Bindung 
wurde nicht beobachtet. 
Aufgrund der physikochemischen Eigenschaften von Biotin, die eine Kopplung an 
Chemotherapeutika, Radionuklide oder Zytokine zulassen sowie seiner außergewöhnlich 
hohen Affinität zu Avidin, könnte die gewebespezifische Expression der Fusionproteine 
für therapeutische oder diagnostische Anwendungen von großem Nutzen sein. Denkbar 
wären gentherapeutische 2-Schritt Modelle. Der spezifischen Expression von Lodavin 
oder Scavidin im Zielgewebe folgt die systemische Verabreichung des biotinylierten 
CP 
TM








Konjugates. Im Rahmen von Therapien umschließt dies die Generierung und systemische 
Applikation biotinylierter Chemotherapeutika, β-Transmitter wie Yttrium, biotinylierter 
Liposomen oder polymerer Nanopartikel als Transportvehikel für Zytokine oder 
inhibitorische Faktoren. Auch die Verwendung des Lodavin/Scavidin-Systems zur 
Verbesserung bildgebender Verfahren ist denkbar. Die Applikation biotinylierter γ-
Transmitter wie 99Tc für Szintigraphien oder biotinylierter Kontrastmittel wie den 
paramagnetischen Kationen Gadolinium oder Dysprosium sowie supramagnetischer 
Nanopartikel könnte bei Magnetresonanztomographien Einsatz finden und zu einer 
höheren räumlichen Auflösung führen. Durch die hohen Bindungskräfte wären nur 
niedrige Konzentrationen nötig, die selektiv und spezifisch im Zielgewebe akkumulieren. 
Toxische Nebenwirkungen sowie Strahlenbelastungen für den Patienten könnten 
minimiert und therapeutische Effekte lokal erhöht werden. Im Vergleich zu 
herkömmlichen Avidin-Biotin-basierenden Methoden entfallen der kritische Schritt der 
Antigen-Antikörper-Interaktion zwischen Epitop des Zielgewebes und mAb-b sowie 







I.8 Fragestellung der vorliegenden Arbeit 
In der vorliegenden Arbeit sollten zwei neuartige Strategien als Modelle zur anti-
angiogenen Therapie experimenteller Tumoren etabliert werden. Diese basierten auf der 
Expression der therapeutischen Gene Lodavin und Scavidin sowie auf der Hemmung der 
transkriptionellen Kontrolle der Gefäßneubildung in Tumoren. 
Um eine Anwendung von Lodavin und Scavidin für klinisch relevante Fragestellungen 
bei Tumorerkrankungen zu untersuchen, sollten im ersten Teil der Arbeit geeignete in 
vivo Modelle zur zellspezifischen Expression der Fusionsproteine erstellt werden. Der 
wesentliche Teil der Arbeit zielte dabei auf die Etablierung eines endothelzellspezifischen 
in vivo Modells und umschloss die Generierung transgener Tiere sowie den retroviralen 
Gentransfer im Wildtyptier. Zusätzlich sollte ein induzierbares, tumorzellspezifisches 
Modell erstellt werden. Durch Ark Therapeutics, London, sowie durch die Arbeitsgruppe 
von Prof. Dr. Seppo Ylä-Herttuala am I.A. Virtanen Institut der Universität Kuopio, 
Finnland, sollten biotinylierte Chemotherapeutika bzw. Radionuklide generiert werden 
und an den in dieser Arbeit etablierten in vivo Modellen getestet werden. Das System 
sollte als neuartiges Modell für den spezifischen Transport systemisch verabreichter 
Konjugate zum Zielgewebe analysiert und als Alternative zu herkömmlichen 
„pretargeting“ Modellen für die Therapie und/oder Diagnostik maligner Erkrankungen 
diskutiert werden. 
Die Neovaskularisierung von Tumoren bedarf einer fein regulierten transkriptionellen 
Kontrolle der an der Angiogenese beteiligten Gene. Hierbei spielt u.a. der 
Transkriptionsfaktor Ets-1 eine entscheidende Rolle, dessen transiente Expression mit der 
Aktivierung von Endothelzellen assoziiert ist. Untersuchungen an Modellen der 
physiologischen Angiogenese zeigten einen positiven Einfluss dieses Faktors auf eine 
Vielzahl endothelzellspezifischer Promotoren. Im zweiten Teil der vorliegenden Arbeit 
sollte daher untersucht werden, welchen Einfluss dieser Faktor auf die Tumorangiogenese 
in vivo hat. Hierzu sollten Ets-1 Signalwege während des Wachstums experimenteller 
Tumoren blockiert werden. Durch retrovirale Überexpression einer dominant-negativen 
Deletionsmutante (dnEts-1) sollte analysiert werden, ob die Hemmung der 
transkriptionellen Kontrolle Ets-1-abhängiger Zielgene Auswirkung auf die 
Gefäßentwicklung hat und damit die Tumorprogression negativ beeinflusst. 
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II. Material und Methoden 
 
Die folgenden Arbeitsprotokolle basieren im Wesentlichen auf den 
Methodensammlungen von Ausubel et al. (1994) und Sambrook et al. (1989). 
 
II.1 Geräte 
Zentrifugen:    Kühlzentrifuge Centrikon T-124 (Kontron, Zürich, CH) 
Tischzentrifuge “Centrifuge” 5415 C (Eppendorf, Hamburg) 
  Tischzentrifuge 4-10 (Sigma, Deisenhofen) 
  Kühlzentrifuge Biofuge fresco (Heraeus, Hanau) 
  Kühlzentrifuge 4K10 (Sigma, Deisenhofen) 
  Kühlzentrifuge Centrikon T-124 (Kontron, Zürich, CH) 
  Rotor A 8.24 (Kontron, Zürich, CH) 
  Swing-Out Rotor TST60.4 (Kontron, Zürich, CH) 
Inkubatoren: CO2-begasbarer Brutschrank für Zellkultur IR-Autflow 
  (Nuaire über Zapf, Sarstedt) 
  Brutschrank für Bakterienkultur B5060E (Heraeus, Hanau) 
  Schüttelinkubator Modell HT (Infors, Bottmingen, CH) 
Netzgeräte: Modell E455 (Consort über Fröbel, Wasserburg) 
  Modell E434 (Consort über Fröbel, Wasserburg) 
Modell ECPS 3000/150 (Pharmacia, Freiburg) 
Photometer: UV/VIS Spectrometer Lambda Bio (Perkin Elmer, Überlingen) 
  VMAX kinetic microplate reader (Molecular Devices, München) 
Wasserbäder:  Modell U3 und SW-20C (Julabo Labortechnik, Seelbach) 
Modell SW-20C (Julabo Labortechnik, Seelbach) 
Pharmacia LKB Multi Temp II (Pharmacia, Freiburg) 
Schüttler: Vortex VF2 (Bender und Hobein AG, Zürich, CH) 
  Rocky (Uni Equip Laborgerätebedarf, München) 
IKA-Schüttler MTS2 (Janke und Kunkel, IKA Labortechnik,  
Staufen i. Br.) 
Heizblöcke: Thermomixer 5436 (Eppendorf, Hamburg) 
  Thermostat 5320 (Eppendorf, Hamburg) 
Mikroskope: Axiophot (Zeiss, Oberkochen) 
  Axiovert 135 (Zeiss, Oberkochen) 
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  Mikrodissektionsmikroskop Stemi SV6 (Zeiss, Oberkochen) 
  Wilovert S  (Hund, Wetzlar)  
Waagen: Feinwaage MCI Research RC210D (Sartorius, Göttingen) 
  Laborwaage MCI Laboratory LC4800P (Sartorius, Göttingen) 
Sonstiges: Autoklav Varioklav Typ 300 (H+P Labortechnik, Oberschleißheim) 
Flachbettgelkammer EasiCast Midi (MWG-Biotech, Ebersberg) 
Heizrührer Ikamag RCT (Janke und Kunkel, IKA Labortechnik,  
Staufen i.  Br.) 
Homogenisator Ultra-Turrax T8 (Janke und Kunkel, IKA Labortechnik,  
 Staufen i. Br) 
Kryostat Microtom, HM 500 OM (Leitz, Wetzlar) 
Liquid Scintillation Analyzer 1600TR (Canberra Packard, Frankfurt/M) 
Luminometer Microlumat LB96P (Berthold, Bad Wildbad) 
Mini PROTEAN II Elektrophorese System (BioRad, München) 
Nucleinsäure-Sequenziergerät 373 DNA Sequencer Stretch (Applied  
 Biosystems, Weiterstadt)  
pH-Meßgerät 192 (WTW, Weilheim) 
Pipetten (Abimed, Langenfeld; Eppendorf, Hamburg) 
PCR-Maschine, RoboCycler Gradient 96 (Stratagene, Amsterdam, 
Niederlande) 
Sterilbank Class II, Typ A/B3 (Nuaire über Zapf, Sarstedt) 
Stickstofftank Chronos Biosafe (Messer Griesheim, Frankfurt) 
UV-Lichttisch 312 nm (Bachofer, Reutlingen) 
UV-Lichttisch 254 nm (Bachofer, Reutlingen) 
  Video-Bildverarbeitungssystem (Appligene, Pleasanton, CA, USA) 
Wasserfiltrations- und Deionisierungsanlage (Seral, Ransbach-Baumbach) 




II.2.1 Chemikalien und Enzyme 
Die verwendeten Chemikalien wurden von den folgenden Firmen im Reinheitsgrad p.A. 
bezogen, sofern im Text nicht näher bezeichnet: Difco/Augsburg, Gibco BRL/Eggenstein, 
J.T. Baker/Griesheim, Fluka/Buchs (CH), Merck/Darmstadt, Riedel-de Haen/Seelze, 
Roth/Karlsruhe, Serva/Heidelberg, Sigma/Deisenhofen. 
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Die eingesetzten Restriktionsendonukleasen wurden von den Firmen 
Clontech/Heidelberg, Eurogentech/Seraing (B), Gibco BRL/Eggenstein, New England 
Biolabs/Bad Schwalbach und MBI-Fermentas/St. Leon-Rot bezogen. 
 
Folgende modifizierende Enzyme wurden verwendet: 
Shrimps Alkaline Phosphatase   USB (Fa. Amersham/Braunschweig) 
Klenow-Fragment der DNA-Polymerase I  Boehringer Mannheim 
RNase A      Boehringer Mannheim 
RNA-Polymerase       Stratagene 
Proteinase K      Boehringer Mannheim 
DNAse I , RNAse frei    Pharmacia 
DNase I      Boehringer Mannheim 
T4-DNA Ligase     Boehringer Mannheim 
T4-DNA Polymerase     Boehringer Mannheim 
Taq-DNA-Polymerase    Promega, Mannheim 
 
II.2.2 Verwendete Antikörper 
Für die immunhistochemische Färbung von Zellen (siehe II.13.10) und Geweben (siehe 
II.12.2 und II.12.3) sowie für Western Blot Analysen (siehe II.9.2/3) wurden die 
folgenden Primär- und Sekundärantikörper verwendet: 
 
Spezies-Antigen-Kopplung Bezeichnung/Klon Referenz/Hersteller IHC/IF WB 
goat-α-Avidin D  Vector Laboratories 1:75 1:500 
rat-α-mPECAM-1 Mec13.3 E. Dejana, Mailand 
(Vecchi et al., 1994) 
unverd. ÜS - 
rat-α-mVEGFR-1  H.Weich - 1:6000 
rat-α-mVEGFR-2 12β11 (Kataoka et al., 1997) unverd. ÜS  
α-Flag M2  Sigma (Deisenhofen) - 1:1000 
rb-α-HRP  Dianova (Hamburg) 1:400/1:600 - 
 
Tab. II.1 Übersicht der verwendeten Primärantikörper  
(goat) Ziege, (HRP) Meerettich Peroxidase, (IHC) Immunhistochemie, (IF) Immunfluoreszenz, (m) Maus, 
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Spezies-Antigen-Kopplung Konjugation Referenz/Hersteller IF WB 
ch-α-rb IgG (H+L) Alexa Fluor® 594 Molecular Probes 1:500/1:1000 - 
goat-α-rat IgG (H+L) Alexa Fluor® 594 Molecular Probes 1:500 - 
goat-α-rat IgG (H+L) Alexa Fluor® 488 Molecular Probes 1:500 - 
rb-α-goat IgG (H+L) Alexa Fluor® 594 Molecular Probes 1:500 - 
rb-α-goat IgG (H+L) Alexa Fluor® 488 Molecular Probes 1:500 - 
goat-α-m IgG (H+L) HRP Jackson ImmunoResearch - 1:10000
rb-α-goat IgG (H+L) HRP Jackson ImmunoResearch - 1:2000 
rb-α-goat IgG (H+L) HRP DAKO, Hamburg - 1:2000 
 
Tab. II.2 Übersicht der verwendeten Sekundärantikörper  
(goat) Ziege, (HRP) Meerettich Peroxidase, (IF) Immunfluoreszenz, (m) Maus, rat (Ratte), (rb) Kaninchen, 
(WB) Western Blot 
 
II.2.3 Sonstiges  
DNA-Größenmarker: 1 kb DNA-Leiter (Gibco BRL) 
Protein-Größenmarker: Prestained SDS-PAGE Standard, ‘High Range’ (BioRad) 
Reaktionsgefäße, 0.2-2.0 ml (Eppendorf) 
15 ml bzw. 50 ml Zentrifugengefäße (Falcon/Becton-Dickinson) 
Gewebekulturgefäße (Costar, Greiner, Nunc) 
Pipettenspitzen (Greiner) 
Sterilfilter (Schleicher und Schuell, Pall Filtron) 
Hyperfilm ECL (Amersham Life Science) 
Röntgenfilm Xomat (Kodak) 
Nitrocellulose Transfer Membran Protran BA 83 (Schleicher und Schuell) 
PVDF Transfer Membran (Schleicher und Schuell) 
 
 
II.3 Häufig verwendete Lösungen 
Für die Experimente der Molekularbiologie wurden generell Chemikalien der Hersteller 
Difco/Detroit (USA), Gibco BRL/Eggenstein, Merck/Darmstadt, Riedel de Haen/Seelze 
und Sigma/Deisenhofen eingesetzt. Dabei wurden die Standardlösungen in deionisiertem, 
ultrafiltriertem und autoklaviertem Wasser nach Ausubel et al. (1987-1997) oder 
Sambrook et al. (1989) angesetzt.  
 
1 x TAE (Tris-Azetat-EDTA)   40 mM Tris-Azetat 
       1 mM EDTA 
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6 x Probenpuffer (DNA)    0,25% (w/v) Bromphenolblau 
       0,25% (w/v) Xylenzyanol 
       40% (w/v) Saccharose 
       10 mM EDTA 
1 x TE (Tris-EDTA)     10 mM Tris-HCl, pH 7,5 
       1 mM EDTA 
10/0.1 TE (Tris-EDTA)    10 mM Tris-HCl, pH 7,5 
       0,1 mM EDTA 
10 x PBS      1,37 M NaCl 
       27 mM KCL 
       43 mM Na2HPO4 
       14 mM KH2PO4 
 
 
II.4 Verwendetet Plasmide 
 
Nummer Name Verwendung/Beschreibung Referenz 
1 pKSII(+) Klonierungsvektor Stratagene 
2 pLScARNL Original Scavidin Plasmid 
(Lehtolainen et al., 
2002) 
3 pHTT631 Original Lodavin Plasmid S. Ylä-Herrtuala 
4 pKS-Scavidin PstI-Fragment aus #2 in #1 diese Arbeit 
5 pKS-Lodavin BamHI-Fragment aus #3 in #1 diese Arbeit 
6 pFlk-1-LacZ5 
LacZ unter flk-1 Promotor (bp –642/+299) und 
Enhancer (bp +1677/+3947) in antisense-
Orientierung 
(Kappel et al., 
1999) 
7 pFlk-1-MCS MCS in HindIII/EcoRI-Schnittstelle von #6 diese Arbeit 
8 pFlk-1-Scavidin HindIII/NotI-Fragment aus #4 in #7 diese Arbeit 
9 pFlk-1-Lodavin HindIII/NotI-Fragment aus #5 in #7 diese Arbeit 
10 pLXSN retroviraler Expressionsvektor BD Bioscience 
11 pLXSN-Scavidin XhoI/BamHI-Fragment aus #4 in #10 diese Arbeit 
12 pLXSN-Lodavin BamHI-Fragment aus #5 in #10 diese Arbeit 
13 rtTApHD12#3 retroviraler Vektor basierend auf rtTA System H. Drexler 
14 prtTA-Scavidin 
EcoRI-blunt-end-Fragment aus #4 in 
SmaI/HincII-Schnittstelle von #13 
diese Arbeit 
15 prtTA-Lodavin 
EcoRI-blunt-end-Fragment aus #5 in BamHI-
blunt-end-Schnittstelle von #13 
diese Arbeit 
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Nummer Name Verwendung/Beschreibung Referenz 
16 pMFG-DBC Deletionsmutante dnEts-1 
(Mattot et al., 
2000) 
17 pKS-dnEts-1 Flag 
unter Verwendung von mEts-1-FW1 + dnEts-
1+Flag-REV amplifiziertes und XhoI verdautes 
PCR-Fragment aus #16 in #1 
diese Arbeit 
18 pLXSN-dnEts-1 Flag XhoI/BamHI-Fragment aus #17 in #10 diese Arbeit 
19 pcDNA3-HIF2dnFlag dnHIF2α-FLAG unter CMV promotor 
(Elvert et al., 
2003) 
20 pLXSN-dnHIF2α EcoRI/XhoI-Fragment aus #19 in #10 diese Arbeit 
21 pcDNA3 Expressionvektor Invitrogen 
22 pFlk-1-Luc Luciferase unter Flk-1 promotor/enhancer 
(Ronicke et al., 
1996) 
23 pCMV-LacZ LacZ unter CMV promotor 
(Andersson et al., 
1989) 
24 pCMV-Ets-1 Ets-1 unter CMV promotor 
(Wasylyk et al., 
1991) 
25 pCMV-HIF2α HIF2α-FLAG unter CMV promotor 




II.5 Verwendete Oligonukleotide 
Die verwendeten 2´Desoxyoligoribonukleotide wurden von der Firma MWG-Biotech 
(Ebersberg) bezogen. 
 




Insertion einer MCS in 
HindIII/EcoRI-Schnittstelle 





Insertion einer MCS in 
HindIII/EcoRI-Schnittstelle 
von Plasmid #6 
- 
 










Scavidin und Lodavin 
60°C 
SI-FW2 TTGTAGTTCTCGTGCCCATCATTG RT-PCR von Scavidin 57°C 
SI-REV2 ATTTCCCCTTTTATTTCCTGTTCC RT-PCR von Scavidin 57°C 
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Oligonukleotid Basensequenz (5´>3´) Verwendung Temp
SII-FW1 GGG GGC CTG AAT GGT GTG GA RT-PCR von Lodavin 59°C 
SII-REV1 CTT GGG CGA GTG GGG GTT GAT RT-PCR von Lodavin 59°C 
GAPDH forw CAGTATGACTCCACTCACGGC RT-PCR von GAPDH 56°C 




Zur Klonierung des FLAG-
Epitops von dnEts-1 
(Plasmid #16) 






Zur Klonierung des FLAG-
Epitops von dnEts-1 
(Plasmid #16) 
RT-PCR von Ets-1 
56°C 
dnEts-1 FW-PCR AGTCTTGTCAGTCCTTTATCAGC RT-PCR von dnEts-1 56°C 
dnEts-1 REV PCR TTTATCGTCATCGTCCTTGTAG RT-PCR von dnEts-1 56°C 
HIF2α dom neg FW AGGCCGACCAGCAAATGGA RT-PCR von HIF2α 56°C 
HIF2 dom neg REV GAGTGAAGTCAAAGATGCTGTGTC RT-PCR von HIF2α 56°C 
  
Tab. II.3 Übersicht der verwendeten Oligonukleotide 





II.6.1 Verwendete Bakterien 
Die Kultivierung von Bakterien wurde zur Vermehrung rekombinanter DNA in Form von 
Plasmid-Vektoren eingesetzt. Dabei wurde folgender der Bakterienstamm DH5α 
verwendet (supE44, hsdR17, recA1, ∆lacU169, φ80lacZDM15, endA1, gyrA96, thi-1, 
relA1). 
 
II.6.2 Bakterien Medien 
LB-Medium:    20 g LB-Broth (Gibco BRL/Eggenstein) 
     auf 1L mit H2O auffüllen 
LB-Agar:    1L LB-Medium 
     15 g Bacto-Agar (Difco/Augsburg) 
Antibiotikum:               Ampizillin (Boehringer Mannheim) 
     Stammlösung: 100 mg/ml in sterilem Wasser 
     Endkonzentration: 50-100 µg/ml 
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Die Medien wurden mit ultrafiltriertem Wasser (Anlage der Fa. Seral/Ransbach-
Baumbach) angesetzt und anschließend autoklaviert. Das Antibiotikum wurde nach dem 
Lösen sterilfiltriert, in Aliquots bei -20°C aufbewahrt und dem Medium bei Bedarf 
zugesetzt. 
 
II.6.3 Lagerung und Vermehrung 
Zur Vermehrung der Bakterien wurde eine einzelne Kolonie von einer LB-Agar-Platte in 
einem Volumen von 2-3 ml LB-Medium überimpft und im Bakterienschüttler bei 240 
rpm, 37°C 8-12 Stunden inkubiert. Zum weiteren Wachstum wurde die Vorkultur in einen 
Erlenmeyer-Kolben mit dem gewünschten Volumen LB-Medium überführt und über 
Nacht auf die gleiche Weise inkubiert. 
Zur Langzeitlagerung von Bakterienstämmen und transformierten Bakterien wurden nach 
erreichen der exponentiellen Wachstumsphase 750 µl der Kultur mit dem gleichen 
Volumen einer sterilen Glyzerol-Stock-Lösung versetzt, auf Eis heruntergekühlt und 
sofort bei -80°C eingefroren. Zur erneuten Kultivierung wurden Teile der tiefgefrorenen 
Kultur mit einer Impföse von der Oberfläche abgenommen und auf eine LB-Agar-Platte 
ausgestrichen. 
 
Glyzerol-Stock-Lösung:   40% (v/v) Glyzerol 
      0,1 M (w/v) CaCl2 
      0,1 M (w/v) MgCl2 
 
II.6.4 Herstellung transformationskompetenter Bakterien 
Zur Herstellung transformationskompetenter Bakterien wurde eine Übernacht-Kultur in 
LB-Medium angeimpft, aus der am nächsten Morgen 1 ml auf 100 ml vorgewärmtes LB-
Medium gegeben und bis zu einer OD600nm 0,6 im Bakterienschüttler inkubiert wurde. 
Nach dem Abkühlen auf Eis wurden die Bakterien bei 2500 x g und 4°C für 15 min 
abzentrifugiert. Das Präzipitat wurde vorsichtig in 7,5 ml TSB resuspendiert und die 
Suspension eine Stunde auf Eis inkubiert. Anschließend wurden die Bakterien entweder 
sofort für eine Plasmidtransformation verwendet oder aliquotiert, auf Trockeneis 
schockgefroren und bei -80°C gelagert. 
 
TSB:  5% (v/v) DMSO 
  10 mM MgCl2 
  10 mM MgSO4 
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  10% (w/v) PEG 6000 
  in 2x LB-Medium 
2x LB:  20 g Trypton 
  10 g Hefeextrakt 
  20 g NaCl 
mit H2O auf 1 l auffüllen, den pH-Wert auf 7,0 einstellen und 
autoklavieren 
 
II.6.5 Chemische Transformation von Bakterien 
Das Plasmid oder der Ligationsansatz wurde mit 20 µl 5x KCM versetzt, mit H2O auf ein 
Gesamtvolumen von 100 µl gebracht und auf Eis abgekühlt. Die bei -80°C gelagerten 
Bakterien wurden auf Eis aufgetaut, mit der vorgekühlten DNA-Lösung gemischt und 
weitere 20 min auf Eis inkubiert. Anschließend erfolgte eine 10 minütige Inkubation bei 
RT. Die nachfolgende Inkubation in 1 ml antibiotikafreiem LB-Medium für 30-45 min 
bei 37°C im Schüttelinkubator ermöglichte den transformierten Bakterien die Expression 
des Antibiotikum-Resistenzgens. Danach wurden die Bakterien auf einer LB-Agar Platte 
ausgestrichen, die zur Selektion Ampizillin enthielt. 
 
5x KCM: 500 mM KCl 
  150 mM CaCl2 




II.7.1 Isolation von DNA 
II.7.1.1 Isolation von Plasmid-DNA aus Bakterien 
Die Plasmide von Bakterienkulturen wurden über analytische Plasmid-DNA-
Präparationen gewonnen, die eine DNA-Menge von ungefähr 5 µg für ein Plasmid mit 
einer hohen Kopienzahl lieferten. Hierzu wurden generell die Puffer und 
Reaktionsprotokolle der Firma Qiagen/Hilden verwendet. Die Bakterien einer 2-3 ml 
Übernacht-Kultur wurden in ein 1,5 ml Reaktionsgefäß überführt, für 10 min bei 4000 x g 
abzentrifugiert, das Pellet in 0,2 ml Puffer 1 (4°C) resuspendiert und mit 0,2 ml Puffer 2 
(RT) gemischt. Nach Zugabe von 0,2 ml Puffer 3 (4°C) und erneutem Durchmischen 
wurde die Lösung für 10 min auf Eis inkubiert und anschließend abzentrifugiert 
(Tischzentrifuge, RT, 10 min, 12000 rpm). Der Überstand wurde in ein neues 1,5 ml 
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Eppendorf-Reaktionsgefäß überführt und die DNA durch Zugabe von 1 ml Isopropanol 
präzipitiert. Das DNA-Pellet wurde einmal mit Ethanol (70%) gewaschen, getrocknet und 
in 50 µl ddH2O aufgenommen. Für anschließende Restriktionsanalysen wurden 5 µl der 
DNA in einem Gesamtvolumen von 20 µl eingesetzt. Für Transfektionen von 
eukaryontischen Zellen erfolgte die DNA-Präparation nach dem Plasmid-Maxi-Kit 
Protokoll der Firma Qiagen/Hilden. Generell wurden für die quantitative Plasmid-
Isolierung 100 ml einer Übernacht-Bakterien-Kultur eingesetzt. Die DNA Reinigung 
erfolgte nach dem im vorherigen Abschnitt beschriebenen Prinzip, wobei sich an die 
Neutralisation eine Ionenaustausch-Chromatographie nach dem mitgelieferten Protokoll 
anschloß (Maxi-Säule; Qiagen/Hilden). Je nach Pelletgröße wurde die präparierte und 
trockene DNA in 200-500 µl ddH2O aufgenommen, die DNA-Konzentration bestimmt 
(siehe II.7.5) und bei -20°C gelagert. 
 
Resuspensionspuffer P1 (Qiagen/Hilden):  50 mM Tris-HCl, pH 8,0 
       10 mM EDTA 
       100 mg/ml RNase A 
Lysepuffer P2 (Qiagen/Hilden):   200 mM NaOH 
       1 % (w/v) SDS 
Neutralisationspuffer P3 (Qiagen/Hilden):  3 M Kaliumazetat, pH 5,5 
 
II.7.1.2 Isolation genomischer DNA aus Gewebe 
Das Gewebe (Dottersack bzw. Schwanzspitze) wurde in 100 bzw. 500 µl Lysis-Puffer 
aufgenommen, mit 1 bzw. 5 µl Proteinase K versetzt und mehrere Stunden bei 56°C 
geschüttelt. Zur Inaktivierung der Proteinase K wurden die Proben für 20 min bei 96°C 
inkubiert, anschließend bei 13000 rpm zentrifugiert und der Überstand in ein neues 
Reaktionsgefäß überführt. Zur Analyse der genomischen DNA wurde 1 µl des 
Reaktionsansatzes für die PCR eingesetzt (siehe II.7.9). 
 
Lysepuffer  50 mM KCL 
1,5 mM MgCl2 
10 mM Tris-HCl, pH 8.3   
0,45% NP-40 
0,45% Tween 20 
 100 µg/ml Proteinase K (frisch zusetzen) 
 
II. Material und Methoden 
______________________________________________________________________________________ 
36
II.7.2 Reinigung von DNA 
II.7.2.1 Alkoholfällung 
Die Alkoholfällung diente der Konzentrierung von wässrigen DNA-Lösungen sowie der 
Entfernung von Salzen und Resten organischer Lösungsmittel. Hierzu wurde die DNA 
mit 0,1 Volumen Natriumacetat pH 7,0 und 2,5 Volumen Ethanol oder 1 Volumen 
Isopropanol vermischt, für mehrere Stunden bei -20°C inkubiert und für 30 min bei  
13000 x g zentrifugiert. Das Präzipitat wurde mit 1 ml eiskaltem 70% Ethanol gewaschen, 
luftgetrocknet und in der gewünschten Menge 10/0,1 TE aufgenommen. 
 
II.7.2.2 Kieselgel-Adsorptionschromatographie 
Bei hohen Salzkonzentrationen adsorbieren Nukleinsäuren an eine stationäre Matrix aus 
Kieselsäure. Die Elution erfolgt daher durch einen Niedrigsalzpuffer. Auf diesem Prinzip 
beruhen die QIAquick Spin-Säulen (Qiagen/Hilden), die zur Reinigung kleiner Mengen 
(bis 10 µg) DNA bis 10 kbp dienten. Die DNA wurde nach Angaben des Herstellers 
gereinigt und in Wasser eluiert. 
 
II.7.2.3 Anionen-Austauschchromatographie 
Eine Anionen-Austauschromatographie wurde verwendet, um DNA von höchstem 
Reinheitsgrad herzustellen. Bei einem pH < 7,0 sowie niedrigen Salzkonzentrationen 
bindet die DNA an eine entsprechende stationäre Matrix, von der sie durch eine Erhöhung 
der Salzkonzentration eluiert werden kann. Dabei wurden die Säulen der Firma Qiagen 
vom Typ Tip-100 und Tip-500 nach Angaben des Herstellers verwendet. Die eluierte 
wässrige DNA-Lösung wurde durch eine Alkoholfällung mit Isopropanol und 
anschließender Ethanolwaschung von kontaminierenden Salzen befreit. 
 
II.7.3 Gelelektrophoretische Separation von DNA-Fragmenten 
Die Größenfraktionierung von Nukleinsäuren erfolgte in einer horizontalen Gelmatrix aus 
Agarose. Die aufgrund von Phosphatresten negativ geladene DNA wandert nach Anlegen 
eines elektrischen Feldes von der Kathode zur Anode. Eine Trennung ergibt sich aus der 
unterschiedlichen Laufgeschwindigkeit von DNA-Molekülen unterschiedlicher Größe. 
Die jeweilige Laufstrecke ist dem dekadischen Logarithmus der Anzahl der im DNA-
Molekül enthaltenen Nukleotide direkt proportional. Somit konnten die einzelnen DNA-
Fragmente nicht nur aufgrund ihrer unterschiedlichen Größe aufgetrennt, sondern auch 
ihre Länge mittels eines Größenmarkers bestimmt werden. Durch Färben der DNA mit 
der interkalierenden Substanz Ethidiumbromid konnten die einzelnen DNA-Fragmente 
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bei Bestrahlung mit UV-Licht sichtbar gemacht werden. Als Elektrophorese- und 
Agarosegelpuffer wurde 0,5xTAE verwendet. Der Agaroselösung wurde nach dem 
Erhitzen 3,5 µg Ethidiumbromid pro 100 ml zugesetzt. Generell wurden für DNA-
Fragmente mit einer Größe von ungefähr 4 kbp Gele mit einer Agarosekonzentration von 
0,8% (w/v) und für DNA-Fragmente mit einer Größe von 100 bp bis 4 kbp Gele mit einer 
Agarosekonzentration von 1 bis 2% verwendet. Die Agarose-Lösung wurde in eine 
Flachbettgelkammer gegossen und ein Kamm, der die späteren Taschen des Gels 
markierte, eingefügt. Nach dem Erstarren der Gelmatrix wurde das Gel mit Laufpuffer 
überschichtet, der Kamm entfernt und die DNA in Probenpuffer in die Taschen pipettiert. 
Die Gele wurden bei einer Spannung von 10 V/cm gefahren und als Größenstandard ein 
kommerziell erhältlicher 1 kbp Marker der Firma Gibco BRL/Eggenstein eingesetzt. Die 
im Gel aufgetrennten DNA-Fragmente wurden bei 254 nm visualisiert und mittels eines 
Video-Bildverarbeitungssystems dokumentiert.  
 
II.7.4 Gelelution 
Nach der elektrophoretischen Trennung wurden die gewünschten DNA-Fragmente auf 
zweierlei Arten aus Agarosegelen eluiert. In beiden Fällen wurden die Banden auf dem 
UV-Transilluminator mit einem Skalpell ausgeschnitten und in ein 1,5 ml-Reaktionsgefäß 
überführt. DNA-Fragmente bis zu einer Größe von 10 kbp wurden dann mit dem 
QIAquick Gel-Extraction-Kit (Qiagen/Hilden) nach den Anweisungen des Herstellers 
isoliert. Nach der Reinigung wurde ein Fünftel der eluierten DNA auf ein Agarosegel 
aufgetragen, um die DNA-Konzentration abschätzen zu können. Die Reinigung 
linearisierter Injektionsfragmente zur Oozyteninjektion für die Herstellung transgener 
(siehe II.10.1) Mäuse erfolgte mittels QIAEX II Gel-Extraction-kit (150) der Firma 
Qiagen/Hilden nach Anweisungen des Herstellers. Die gefällte DNA wurde zuletzt 
gewaschen, in 10/0,1 TE aufgenommen, quantifiziert und auf einem Agarosegel 
überprüft. 
 
II.7.5 Quantifizierung von Nukleinsäuren 
Die Konzentrationsbestimmung von Nukleinsäuren erfolgte photometrisch durch 
Messung der Absorption bei den Wellenlängen 260 nm und 280 nm. Die Absorption bei 
260 nm gibt den Gehalt an Nukleinsäuren (aromatische Ringe von Purinen und 
Pyrimidinen) in der Lösung an, während bei 280 nm vornehmlich der Proteinanteil 
(aromatische Ringe in den Seitenketten) gemessen wird. Somit ist der Quotient aus der 
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Absorption bei diesen Wellenlängen ein Maß für die Reinheit der DNA-Präparation. Der 
Quotient 260 nm/280 nm sollte zwischen 1,8 und 2,0 liegen, wobei die 
Nukleinsäurekonzentration einer wässrigen Lösung laut Literatur bei OD=1,0 ist. 
 
Nukleinsäure µg/ml/OD260nm 
DNA, doppelsträngig 50 
DNA, einzelsträngig ca. 30 
RNA 40 
 
Tab. II.4 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsäuren 
 
II.7.6 Enzymatische Modifikation von DNA 
II.7.6.1 Restriktionsverdau 
Für analytische Restriktionsansätze wurden 20 µl, für quantitative Restriktionsspaltungen 
50 bis 100 µl Reaktionsvolumina eingesetzt. Die verwendeten Plasmidkonzentrationen 
wurden so gewählt, dass bei analytischen Restriktionsanalysen das gesuchte Fragment in 
einer Konzentration von mindestens 200 ng vorlag; bei quantitativen 
Restriktionsspaltungen mit anschließender Gelelution betrug die Konzentration des 
benötigten Fragments mindestens 500 ng. Die Spaltung der DNA erfolgte durch 5-10 
Einheiten Enzym für 1-3 h bei den vom Hersteller empfohlenen Temperatur- und 
Pufferbedingungen, meist aber bei 37°C im Inkubator. Die Reaktion wurde durch Zugabe 
von 1/6 Volumen 6x Probenpuffer gestoppt und die Auftrennung der 
Restriktionsfragmente mittels Gelelektrophorese durchgeführt. Bei Mehrfachspaltungen 
mit Enzymen, die unterschiedliche Pufferpräferenzen besaßen, wurde die DNA zwischen 
den einzelnen Spaltungen mittels Kieselgel-Adsorptionschromatographie (QIAquick 
Spin-Säulen, Qiagen/Hilden) gereinigt (siehe II.7.2.2). Ein Aliquot des 
Restriktionsansatzes wurde mit 6x Probenpuffer versetzt, um in einem Agarosegel die 
Qualität und Vollständigkeit der DNA-Spaltung zu überprüfen.  
 
II.7.6.2 Konversion von 5'-Überhängen 
Sollte nach der Restriktion eine Verknüpfung zwischen zwei DNA-Molekülen hergestellt 
werden, die nicht-kompatible Enden aufwiesen, wurden 5'-Überhänge durch Inkubation 
mit dem Klenow-Fragment der bakteriellen DNA-Polymerase I aufgefüllt (blunt-end 
Klonierung). Die Reaktion erfolgte im Restriktionspuffer in Anwesenheit eines 
Desoxynukleotidtriphosphat-Gemischs (Enkonzentration 20 µM aller vier dNTPs) und 1-
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2 Einheiten des Klenow-Fragments für 15-30 min bei RT und wurde durch 15 minütige 
Inkubation bei 65°C gestoppt. 
 
II.7.6.3 Dephosphorylierung von 5'-Enden 
Um die Effizienz intermolekularer Ligationen zu erhöhen, wurden die 5’-Phosphatreste 
von Vektor-DNA mit kompatiblen Enden entfernt. Hierzu wurde die verdaute Vektor-
DNA nach Aufreinigung aus dem Agarosegel in einem Volumen von 50 µl mit 1 µl 
Shrimps Alkaline Phosphatase im mitgelieferten Reaktionspuffer für 30 min bei 37°C 
inkubiert und anschließend für 15 min bei 65°C inaktiviert. 
 
II.7.6.4 Ligation von DNA-Fragmenten 
Die Verknüpfung von kompatiblen Enden erfolgte durch eine Inkubation mit der T4-
DNA-Ligase aus dem Bakteriophagen l. Hierzu wurden 100 ng Vektor-DNA mit einem 
5-fachen (zur Ligation von DNA-Fragmenten mit Basenüberhängen) bzw. 20-fachen (zur 
Ligation von DNA-Fragmenten ohne Basenüberhänge) molaren Überschuß des 
einzusetzenden Fragments zusammen mit 1 Einheit T4 DNA-Ligase über Nacht bei 16°C 
inkubiert. Die Reaktion erfolgte im mitgelieferten Reaktionspuffer in einem 
Gesamtvolumen von 20 µl. 
 
II.7.7 Hybridisierung kurzer DNA-Fragmente 
Zur Generierung und Insertion einer „multiple-cloning-site“ (MCS) in einen Vektor 
müssen die MCS enthaltenen komplementären Oligonukleotide zunächst hybridisiert 
werden. Hierzu wurden je 50 ng beider Oligonukleotide in einem Gesamtvolumen von 
100 µl mit H2O gelöst und für 2 min auf 95°C inkubiert. Anschließend wurde das 
Reaktionsgemisch langsam innerhalb mehrerer Stunden auf RT abgekühlt. Da die 
komplementären Oligonukleotide mit überhängenden Schnittstellen für 
Restriktionsendonukleasen synthetisiert wurden, konnte das hybridisierte Fragment direkt 
für die Insertion in den Vektor verwendet werden (siehe II.7.6.4). 
 
II.7.8 Sequenzierung von DNA 
(nach Sanger et al., 1977) 
Die DNA-Sequenzierungen wurde durch nicht-radioaktive Markierung mit einem 
automatischen Sequenzierapparat (373A, Applied Biosystems) durchgeführt. Die 
Sequenzierungs-Reaktionen wurden im Max-Planck-Institut durch Carola Wild, Sandra 
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Heinz, Rita Mittnacht-Kraus, Monika Euler und Silvia Henning mit Geräten und nach den 
Protokollen der Firma Applied Biosystems durchgeführt. 
 
II.7.9 Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 
(modifiziert nach Saiki et al., 1988) 
Die Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) basiert auf der exponentiellen Amplifikation von 
DNA-Molekülen mittels spezifischer Oligonukleotidprimer und einer thermostabilen 
DNA-Polymerase in Anwesenheit von Desoxyribonukleosidtriphosphaten. Hierbei wird 
der Matrizen-DNA-Doppelstrang zusammen mit den spezifischen Primern bei 95°C 
denaturiert und dann auf eine Temperatur abgekühlt, die bei der kalkulierten 
Schmelztemperatur der Primer liegt („Annealingtemperatur“). Bei diesem Schritt können 
die Primer an die komplementären Sequenzen der nun einzelsträngigen Matrize binden. 
Als nächster Schritt folgt eine Inkubation bei 72°C, was der thermostabilen DNA-
Polymerase eine Synthese der zur Matrize komplementären Sequenzen von den Primern 
ausgehend ermöglicht. Diese Temperaturabfolge wird mehrfach wiederholt und führt bei 
jedem Zyklus zu einer Verdopplung der vorliegenden DNA-Moleküle. 
Die PCR wurde generell in 20 µl Ansätzen durchgeführt. Einzige Ausnahme war die 
Amplifizeirung des dnEts-1 zu Klonierungszwecken; hierbei wurde die Reaktion in einem 
Volumen von 50 µl durchgeführt. 1 µl der DNA-Probe wurde in ein 200 µl PCR-
Reaktionsgefäß mit 19 µl des Reaktionsmixes (2 µl 10 x PCR-Puffer (Promega); 1,2 µl 25 
mM MgCl2; 0,8 µl 5 mM dNTPs; je 0,13 µl 100 µM Primer 1 und Primer 2; 0,2 µl Taq-
Polymerase (Promega); ddH2O ad 20 µl) gemischt. Die Reaktion wurde in einer PCR-
Maschine (Robocycler, Stratagene, Heidelberg) mit den folgenden Zyklen durchgeführt: 
 
Genotypisierung: Lodavin und Scavidin 
5 min 94°C 
30 sek 94°C 
45 sek 60°C          35x 
45 sek 72°C 
6 min 72°C 
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RT-PCR: Lodavin und Scavidin 
5 min 94°C 
30 sek 94°C 
45 sek 58°C          35x 
45 sek 72°C 
4 min 72°C 
 
Klonierung dnEts-1 
5 min 94°C 
45 sek 94°C 
45 sek 55°C          35x 
45 sek 72°C 
8 min 72°C 
 
RT-PCR GAPDH 
5 min 94°C 
30 sek 94°C 
45 sek 56°C          30x 
45 sek 72°C 
4 min 72°C 
 
RT-PCR: Ets-1, dnEts-1, HIF2α und dnHIF2α 
5 min 94°C 
30 sek 94°C 
45 sek 56°C          35x 
45 sek 72°C 
4 min 72°C 
 
Anschließend wurde der Reaktionsansatz mit 6x Probenpuffer versetzt und auf einem 
Agarosegel analysiert. 




II.8.1 Reinigung und Isolierung von Gesamt-RNA 
Die Isolierung von Gesamt-RNA aus eukaryotischen Zellen oder Gewebe erfolgte mittels 
RNeasy-Mini-Kit der Firma Qiagen/Hilden. Hierzu wurden die Zellen auf 35 mm-
Schalen bis zur Konfluenz kultiviert. Nach einmaligen waschen mit PBS wurden sie in 
350 µl Lysepuffer mit einem Zellschaber von der Kulturschale entnommen und in ein 1,5 
ml Reaktionsgefäß überführt. Zur Homogenisierung wurde das Lysat mehrere male durch 
eine 25G Nadel gezogen. Zur Isolierung von RNA aus Maus-Embryonen oder Tumoren 
wurde das Gewebe entnommen (siehe II.10.4. und II.10.5), gewogen und in ein 1,5 ml-
Reaktionsgefäß überführt. Nach Zugabe von 350-600 µl Lysepuffer wurde das Material 
mittels eines Stampfers homogenisiert. Die weitere Aufreinigung erfolgte nach Angaben 
des Herstellers. Zusätzlich wurde zur Entfernung von kontaminierender DNA eine 
DNase-Behandlung auf der Säule mit Hilfe des RNase-Free DNase Sets (Qiagen/Hilden) 
durchgeführt. Die RNA wurde in 30-40 µl ddH2O von der Säule eluiert, die 
Konzentration bestimmt (siehe II.7.5) und bei -80°C aufbewahrt. 
 
II.8.2 Reverse Transkription (RT) von RNA 
Bei der reversen Transkription wird eine RNA-Sequenz in eine cDNA-Sequenz 
übertragen, welche dann durch PCR (siehe II.7.9) mit spezifischen Oligonukleotiden 
amplifiziert werden kann. Um von jeder Probe die gleiche Menge RNA in die Reverse 
Transkription einzusetzten (semiquantitative RT-PCR) wurde zunächst die Gesamt-RNA-
Konzentration photometrisch bestimmt (siehe II.7.5.). 2 µg dieser isolierten RNA 
zusammen mit ddH2O des 20 µl-RT-Reaktionsansatzes wurden für 10 min bei 70°C 
inkubiert, anschließend abzentrifugiert und auf Eis abgekühlt. Die reverse Transkription 
erfolgte schließlich für eine Stunde bei 37°C im Inkubator. Parallel wurde zur Kontrolle 
von Kontaminationen genomischer DNA eine Inkubation der RNA im Reaktionsgemisch 
ohne Zugabe der Reversen Transkriptase durchgeführt. 
 
20 µl-RT-Ansatz: 2 µg Gesamt-RNA 
 10 mM DTT (Sigma, Deisenhofen) 
 0,5 mM dNTPs (Pharmacia, Freiburg) 
 1 µg Oligo (dT)15 Primer (Promega, Madison, USA) 
 20 Einheiten RNAsin (Promega, Madison, USA) 
 200 Einheiten SuperScriptII Reverse Transkriptase 
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 (Gibco BRL, Eggenstein) 
 1 x „First strand buffer“ (Gibco BRL, Eggenstein) 
 
Anschließend wurde das RT-Reaktionsgemisch 1:4 verdünnt und 1 µl davon zur PCR-
Amplifikation mittels spezifischer Oligonukleotide der zu untersuchenden cDNA 
eigesetzt. Zur zusätzlichen Kontrolle wurde ein PCR-Ansatz mit Primern für ein 





Für die Experimente der Proteinbiochemie wurden generell Chemikalien der Firmen 
Amersham/Braunschweig, BioRad/München, Fluka/Neu-Ulm, Pierce/Sankt Augustin, 
Riedel-de Haen/Seelze, Roth/Karlsruhe, Sigma/Deisenhofen und Merck/Darmstadt 
eingesetzt. 
 
II.9.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) 
(modifiziert nach Laemmli, 1970) 
Proteine wurden mittels der diskontinuierlichen SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese 
(SDS-PAGE) aufgetrennt. Durch das Detergenz SDS werden die Proteine denaturiert, 
wodurch konformative Effekte bei der elektrophoretischen Auftrennung der Proteine 
weitgehend ausgeschaltet werden. Gleichzeitig erhalten die Proteine durch die 
Komplexierung mit SDS eine negative Überschußladung, so dass die Auftrennung 
unabhängig von der Aminosäurezusammensetzung nur nach dem Molekulargewicht 
erfolgt. Das im Auftragspuffer enthaltene β-Mercaptoethanol reduziert zudem inter- und 
intramolekulare Disulfidbrücken. Je nach Molekulargewichtsbereich der untersuchten 
Proteine wurden unterschiedliche Anteile an Acrylamid (siehe Tab. II.5) verwendet. Die 
Auftrennung erfolgte in 0,75 mm dicken Minigelen (Protean II; BioRad). Die 
vorbereiteten Proben in einfach konzentriertem Proteinprobenpuffer wurden für 5 min bei 
95 °C erhitzt, 2 min bei Raumtemperatur maximal abzentrifugiert und dann in die zuvor 
ausgespülten Geltaschen pipettiert. Als Molekulargewichtsstandard wurden Proteine 
definierter Größe verwendet, an die zur Visualisierung ein Farbstoff kovalent gebunden 
war (Prestained SDS-PAGE-Standard, high and low range; BioRad). Die Elektrophorese 
erfolgte bei 120 V/Gel für ca. 120 min. 
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                       Lösungen 
 Trenngel
 Sammelgel 
               Acrylamidanteil [%] 7,5 10 12,5 15 5 
              30% (w/v) Acrylamid / 





         1,88 M Tris-HCl, pH 8,8 [ml] 1,2 1,2 1,2 1,2  
         0,625 M Tris-HCl, pH 6,8 [ml]     0,4 
                    0,5 % SDS [ml] 1,2 1,2 1,2 1,2 0,4 
                    ddH2O [ml] 2,1 1,6 1,2 0,5 0,87 
                    TEMED [µl] 5 5 5 5 2 
              10 % (w/v) APS [µl] 30 30 30 30 10 
 
Tab. II.5 Reagenzien für ein 0,75 mm Gel 
 
4 x Proteinprobenpuffer: 0,2 M Tris-HCl, pH 6,8 
    8% (w/v) SDS 
    34,8% (v/v) Glycerin 
    0,04% (w/v) Bromphenolblau 
    20% (v/v) β-Mercaptoethanol (frisch zugeben) 
Laufpuffer:   25 mM Tris-Base (USB, Freiburg) 
    192 mM Glycin (Riedel de Haen, Seelze) 
    0,1% (w/v) SDS (Sigma, Deisenhofen) 
„Prestained Marker“:  unverdünnt 
   ca. 6 µl pro Tasche auftragen 
 
II.9.2 Western Blot 
Nach SDS-PAGE wurden die Proteine mit einem als „Semidry-Blot“ bezeichneten 
Verfahren auf eine Nitrozellulose- bzw. PVDF Membran (Porengröße 0,2 mm) 
übertragen. Hierzu wurden ein Membranfilter und sechs Whatman 3MM Filter 
(Schleicher und Schuell) auf die Größe des Trenngels zugeschnitten und in Semy-Dry-
Blotting Puffer getränkt. Zwischen zwei Graphitelektroden wurden beginnend auf der 
Anodenseite der Blotapparatur 3 x Whatman-Papier, die Membran, das Proteingel und 
nochmals 3 x Whatman-Papier luftblasenfrei aufeinander gelegt. Der Transfer erfolgte für 
90 min bei 2,5 mA/cm2. Anschließend wurde die Membran kurz in PBST gewaschen und 
noch feucht zur immunochemischen Detektion eingesetzt. 
 
Blotpuffer 48 mM Tris-HCl pH 8,3 
  39 mM Glycin 
  0,038% (w/v) SDS 
  20% (v/v) Methanol 
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PBST  1x PBS 
  0,1% (v/v) Tween-20 
 
II.9.3 Immunochemische Detektion immobilisierter Proteine 
Unspezifische Bindungsstellen auf der Nitrozellulosemembran wurden durch Inkubation 
über Nacht bei 4°C in 3% BSA bzw. 5% Magermilchpulver in PBST unter Schütteln 
abgesättigt. Anschließend wurde die Membran einmal kurz in PBST gewaschen. Das 
spezifische Antiserum wurde in geeigneter Verdünnung in 3% BSA/PBST angesetzt 
(siehe Tab II.1) und für 1 h bei RT unter Schütteln mit der Membran inkubiert. Nicht 
gebundener Antikörper wurde durch fünfmaliges Waschen mit PBST für je 10 min unter 
Schütteln entfernt. Die Membran wurde anschließend mit Peroxidase-gekoppeltem, gegen 
den Fc-Teil des ersten Antikörpers gerichteten Zweitantikörper in geeigneter Verdünnung 
in 3% BSA/PBST bzw. 5% Magermilchpulver/PBST für 1 h bei RT unter Schütteln 
inkubiert (siehe Tab. II.2). Die Membran wurde anschließend dreimal mit PBST und 
dreimal mit PBS gewaschen, um das Detergenz vollständig zu entfernen. Die Detektion 
erfolgte schließlich mit dem "Enhanced chemiluminescence"-System (ECL, Amersham) 
nach den Angaben des Herstellers. Hierbei wird durch die Peroxidase mit Hilfe von 
Wasserstoffperoxid eine Chemilumineszenz von Luminol ausgelöst. Diese 




II.10 Transgene Mäuse  
(nach Palmiter et al., 1982 und Hogan et al., 1994) 
Durch Mikroinjektion kann fremde linearisierte DNA in einen der Pronukleoli einer 
befruchteten Mausoozyte gebracht werden und in das Genom an zufälligen Stellen 
integrieren. Wird die Oozyte anschließend in einen Eileiter einer pseudoschwangeren 
Maus transferiert, kann sich ein transgenes Tier entwickeln, welches zu einem 
bestimmten Anteil aus Zellen besteht, die die fremde DNA in ihrem Genom integriert 
haben. Dabei kann der Ort der Integration sowie die Anzahl der integrierten DNA-Kopien 
nicht beeinflusst werden. Durch Kreuzung kann das Transgen an Nachkommen 
weitergegeben werden, welche dann heterozygot für das Transgen sind. Die Generierung 
der in dieser Arbeit beschriebenen transgenen Mäuse erfolgte als Serviceleistung des 
Institutes und wurde von N. Rink und F. Müller-Holtkamp durchgeführt. 
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II.10.1 Etablierung und Haltung transgener Mäuse 
Tiere der F1-Generation des Hybridstamms C57BL/6 x C3H/He wurden zur Gewinnung 
von befruchteten Oozyten herangezogen und als pseudoträchtige Weibchen eingesetzt. 
Pseudoträchtige Weibchen wurden aus Verpaarungen mit vasektomierten NMRI-Albino 
Männchen gewonnen. Die Tiere stammten entweder aus eigener Zucht oder wurden über 
die unten aufgeführten Firmen bezogen. Die Tiere wurden in einem separaten Tierstall bei 
einer Raumtemperatur von 22°C und 55% Luftfeuchtigkeit gehalten. Zur Gewinnung 
einer ausreichenden Anzahl befruchteter Mausoozyten wurden 21-28 Tage alte C57BL/6 
x C3H/He-Weibchen zur Superovulation stimuliert. Dies erfolgte durch Injektion von 
PMS (FSH- Stimulation) und hCG (LH-Stimulation). Anschließend wurden zwei 
Weibchen mit einem vasektomierten Männchen verpaart. Die Männchen und die 
pseudoträchtigen Weibchen hatten ein Alter von mindestens 8 Wochen, die 
superovulierten Weibchen waren jünger. Nach Verpaarung der superovulierten Weibchen 
mußten die befruchteten Oozyten zur Mikroinjektion aus dem Eileiter isoliert werden. 
Nachdem die Oozyten gereinigt worden waren, wurden sie unter einem Mikroskop durch 
leichten Unterdruck mit einer Haltepipette fixiert und so fokussiert, dass die Vorkerne 
sichtbar waren. Die DNA-Lösung wurde dann mit einer Injektionskapillare mittels 
Mikromanipulatoren (Fa. Leitz/Wetzlar) unter leichtem Druck in einen der Vorkerne 
injiziert. Nach erfolgreicher Mikroinjektion wurden die befruchteten Oozyten in das 
Infundibulum des Eileiters eingeführt.  
 
Fa. Harlan/Borchen 
Fa. Charles River/Sulzfeld 
PMS (Pregnant mare's serum, Fa. Sigma/Deisenhofen) 
hCG (human Chorionic Gonadotropin, Fa. Sigma/Deisenhofen) 
Mikroskop: Labovert FS (Fa. Leitz/Wetzlar) 
 
II.10.2 Vorbereitung des Injektionsfragments 
Zur Herstellung transgener Mäuse wurden die Vektorsequenzen von den subklonierten 
Injektionsfragmenten durch Restriktionsverdau (siehe II.7.6.1) abgespalten und durch 
Agarosegelelektrophorese (siehe II.7.3) abgetrennt. Die Injektionsfragmente wurden, wie 
in Abschnitt II.7.4. beschrieben, präpariert und bei -20°C gelagert. Kurz vor der Injektion 
wurde die linearisierte DNA aufgetaut und durch einen 0,45 mm-Filter (Fa. Millipore 
über Fa. Schleicher u. Schüll/Dassel) zentrifugiert, um Partikel zu entfernen, die zur 
Verstopfung der Injektionskapillare hätten führen können. 
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II.10.3 Genotypisierung transgener Mäuse 
Nach einer Mikroinjektion wurden die Tiere der F0-Generation auf Transgenität 
untersucht. Hierzu wurde die genomische DNA aus Schwanzspitzen der 14-Tage alten 
Mäuse präpariert (siehe II.7.1.2) und mittels PCR (siehe II.7.9) analysiert. Jedes transgene 
F0-Tier wurde als Gründer einer neuen Mauslinie betrachtet. Die Nachkommen jeder 
Linie wurden routinemäßig mit Hilfe der PCR auf ihre Transgenität hin überprüft.  
 
II.10.4 Präparation von Mausembryonen 
Für die Präparation von Embryonen eines bestimmten Stadiums der 
Embryonalentwicklung wurden die Elterntiere über mehrere Tage zusammen in einem 
Käfig gehalten und das Weibchen jeden Morgen auf einen Vaginalpfropf als Zeichen der 
erfolgten Befruchtung untersucht. Trat ein Vaginalpfropf auf, so wurde der Zeitpunkt als 
Tag 0,5 der Embryonalentwicklung (E0,5) angesehen. Zur Entnahme der Embryonen 
wurden trächtige Mäuse durch zervikale Dislokation getötet und der Bauchraum eröffnet. 
Der Uterus wurde entnommen, in eiskaltes PBS überführt und die Embryonen unter einem 
Stereomikroskop von allen embryonalen Membranen befreit. Die genomische DNA des 
Dottersacks wurde isoliert (siehe II.7.1.2) und zur Genotypisierung mittels PCR-Analyse 
verwendet (siehe II.7.9). Die Embryonen wurden entweder für die Histologie in Tissue 
Tek (Sakura, Japan) bei -80°C eingefroren oder für die RNA-Präparation in flüssigem 
Stickstoff schockgefroren und bei -80°C gelagert. 
 
II.10.5 Entnahme von Gewebe und Tumoren 
Zur Präparation von Organen und Tumoren wurden die Tiere durch zervikale Dislokation 
getötet, die entsprechenden Gewebe freipräpariert und kurz in eiskaltem PBS gewaschen. 
Für histologische Analysen von Organen und Tumoren wurden sie in Tissue Tek (Sakura, 
Japan) eingebettet, in einem Trockeneis/Isopentan-Bad eingefroren und bei -80°C 
gelagert. Für RNA-Präparationen aus Tumoren wurden diese nach der Entnahme in ein 
1,5 ml Reaktionsgefäß überführt, in flüssigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C 
gelagert.  
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II.11 In vivo Versuche  
Alle in vivo Experimente erfolgten an adulten 10-16 Wochen alten Mäusen des 
genetischen Hintergrunds C57/BL6 und wurden mindestens zweimal wiederholt. 
 
II.11.1 Experimentelle Tumormodelle 
II.11.1.1 Injektion etablierter Tumorzellen in Mäuse  
Adhärente Wildtyp oder stabil transfizierte BFS-1 Fibrosarkoma Zellen bzw. B16 
Melanoma Zellen wurden nach Erreichen der Konfluenz mit PBS gewaschen und 
anschließend mit 1 ml Trypsin/EDTA-Lösung je 75 cm2 Kulturflasche inkubiert, bis sich 
die Zellen von der Kulturschale ablösten. Die Zellen wurden in 5 ml PBS aufgenommen, 
durch Zentrifugation (1000 rpm, 5 min, RT) sedimentiert und in 10 ml PBS 
aufgenommen. Während eines erneuten Zentrifugationsvorganges wurde die 
Gesamtzellzahl durch Auszählen in einer Neubauer-Kammer bestimmt und das Sediment 
auf eine Zellzahl von 1,5x106/50 µl PBS eingestellt. Zur subkutanen Injektion der Zellen 
in syngene Mäuse wurden diese mit Fluothan (Zeneca) narkotisiert und jedem Tier zwei 
Injektionen von 1,5x106 Zellen/50 µl PBS nebeneinander auf den rasierten Rücken 
verabreicht. Zu unterschiedlichen Zeitpunkten (4, 7, 14 Tage) nach Injektion wurden die 
Mäuse mittels zervikaler Dislokation getötet, die Tumoren präpariert, gewogen und für 
die histologische Analyse oder RNA-Präparation verwendet (siehe II.8.1 und II.10.5) 
 
II.11.1.2 Co-Injektion etablierter Tumorzellen und retrovirusproduzierender Zellen  
Für den retroviralen Gentransfer in vivo wurden BFS-1 Fibrosarkoma Zellen oder B16 
Melanoma Zellen zusammen mit retrovirusproduzierenden GP+E86 syngenen Wildtyp 
Mäusen co-injiziert. Hierbei stellte die Verpackungszelllinie GP+E86 
replikationsdefiziente Retroviren her, die für Lodavin (GP+E86/Lodavin) oder die 
Deletionsmutante dnEts-1 (GP+E86/dnEts-1) codierten. Als Negativkontrolle dienten 
GP+E86 Zellen, die stabil mit dem pLXSN-Plasmid transfiziert waren (GP+E86/empty). 
Die Zellen wurden nach Erreichen der Konfluenz wie unter II.11.1.1 beschrieben 
aufgearbeitet. Es wurden jeweils 1,5x106 Tumorzellen/50 µl zusammen mit 1,5x106 
GP+E86 Zellen/50 µl injiziert, so dass das Gesamtvolumen pro Injektion 100 µl betrug. 
Zu unterschiedlichen Zeitpunkten (4, 7, 14 Tage) nach Injektion wurden die Mäuse 
mittels zervikaler Dislokation getötet, die Tumoren präpariert, gewogen und für die 
histologische Analyse oder RNA-Präparation verwendet (siehe II.8.1 und II.10.5). 
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II.11.2 In vivo Bindungsstudien 
Da die Analyse adulter Flk-1-Lodavin Tiere eine Expression des Transgens im Endothel 
der Milz bestätigte, wurden diese Tiere ohne Transplantation eines Tumors für erste in 
vivo Bindungsstudien verwendet. Zur Kontrolle dienten Wildtyp Mäuse gleichen Alters. 
Die Tiere wurden zunächst für mehrere Minuten unter einer Rotlichtlampe gehalten, 
damit sich die Schwanzvenen besser darstellten und die Injektion einfacher 
durchzuführen war. Die Mäuse wurden anschließend mit Fluothan (Zeneca) 
inhalationsnarkotisiert und bewegungsfixiert. Die biotinylierten Liganden wurden in PBS 
verdünnt und in den angegebenen Volumina über eine der Schwanzvenen verabreicht 
(siehe Tab. II.6). Einzige Ausnahme stellte die Applikation der 4 µm großen 
Fluorospheres dar. Diese wurden am narkotisierten Tier über die frei präparierte Vena 
femoralis injiziert und das Tier dabei für ca. 20-30 min in der Narkose gelassen. Zur 
Vasodilatation erhielten die Tiere ca. 15 min vor der Perfusion eine intraperitonelae  
Heparinapplikation. Die Mäuse wurden durch eine Überdosis Fluothan eingeschläfert. 
Zügig wurde der Brustkorp eröffnet, das Herz und die Aorta frei präpariert und eine 
Knopfkanüle über den linken Ventrikel in die Aorta ascendens geführt. Mit einem 
chirurgischen Faden wurde diese fixiert und schließlich die Vena cava durchtrennt. Die 
Perfusion erfolgte mit 60 ml PBS unter einem Druck von 80 cm H2O-Säule innerhalb von 
ca. 10-15 min. Nach der Perfusion wurden Milz, Leber, Niere und Lunge entnommen und 
in PBS gewaschen. Die Organe wurden in TissueTek (Sakura/Tokyo, Japan) eingebettet, 
in einem Trockeneis/Isopentan-Bad eingefroren und bis zur immunhistologischen 






Zeitpunkt der Perfusion 
nach Injektion 
Darstellung des Liganden 
im Gewebe Hersteller 
HRP 50 µl (1mg/ml) 100 µl (1mg/ml) 15, 90 und 120 min 
direkte AEC Färbung o. 
IHC mit α-HRP-IgG 
Pierce 
(Rockford,USA) 
rb-IgG 50 µl (2,5mg/ml) 15 min, 6 h und 24 h IF mit α-rb-IgG Pierce (Rockford,USA) 




4 µm 100 µl (3,1x10
8 P/ml) 15 min Fluoreszenzmikroskopie Molecular Probes (Willow, Eugene) 
Fluorospheres 
1 µm 100 µl (1,8x10
9 P/ml) 15 min und 6 h Fluoreszenzmikroskopie Molecular Probes (Willow, Eugene) 
Fluorospheres 
0,04 µm 100 µl (2,3x10
14 P/ml) 15 min Fluoreszenzmikroskopie Molecular Probes (Willow, Eugene) 
 
Tab. II.6 Übersicht der applizierten biotinylierten Liganden  
(AEC) 3-Amino-9-Ethylcarbazol, (HRP) Meerrettich Peroxidase, (IF) Immunfluoreszenz, (IHC) 
Immunhistochemie, (P) Partikel, (rb) Kaninchen 
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Der Nachweis der biotinylierten Meerrettich Peroxidase (HRP) erfolgte durch zwei 
verschiedene Methoden. Zum direkten Nachweis wurden die 8-10 µm dicke Schnitte der 
Organe für 10 min in -20°C Aceton fixiert, mindestens 30 min bei RT getrocknet und in 
PBS rehydriert. Endogene Peroxidase wurde durch eine 30 minütige Inkubation mit 0,3% 
H2O2-Methanol-Lösung blockiert. Für die Visualisierung der applizierten HRP wurde der 
AEC-Kit der Firma Sigma/Deisenhofen verwendet. Die Entwicklung der Schnitte wurde 
im Lichtmikroskop kontrolliert und in Leitungswasser gestoppt. Zum indirekten 
Nachweis wurden die Organschnitte für eine immunhistochemische Färbung verwendet 
(siehe II.12.2). Anschließend folgte bei beiden Methoden eine Gegenfärbung der 
Zellkerne in Hämatoxylin Gill Nr.1-Lösung (Sigma) für 45 Sekunden gefolgt von 
mehreren Waschschritten in Leitungswasser. Die Schnitte wurden wässrig in Aquatex 
(Merck/Darmstadt) eingedeckt. Der Nachweis des biotinylierten Kaninchen 
Immunglobulins (rb-IgG) erfolgte mittels indirekter Doppel-Immunfluoreszenzfärbung 
(siehe II.12.3). Zum Nachweis der fluoreszierenden Liganden (Fluorescein, 
Fluorospheres) wurden 8-10 µm dicke Schnitte der Organe angefertigt, auf beschichtete 




II.12 Immunhistologie von Gewebeschnitten 
II.12.1 Herstellung von Gefrierschnitten 
Die in Tissue Tek (Sakura/Tokyo, Japan) eingebetteten und auf -80°C gelagerten 
Mausgewebe wurden für mindestens 30 min auf -20°C erwärmt. 8-10 µm dicke Schnitte 
des Gewebes wurden im Kryostat bei einer Kammertemperatur von -20°C und einer 
Messertemperatur von -15°C angefertigt und auf beschichtete Objektträger transferiert. 
Die Gewebeschnitte wurden über Nacht bei Raumtemperatur getrocknet und entweder 
sofort für die immunhistochemische Färbung bzw. Immunfluoreszenzfärbung verwendet 
oder auf unbestimmte Zeit bei -80°C mit Silikagel gelagert. 
 
II.12.2 Immunhistochemische Färbung 
Die eingefrorenen Gewebeschnitte wurden für mindestens 20 min bei Raumtemperatur 
aufgetaut, 10 min mit -20°C kaltem Aceton fixiert und mindestens 30 min luftgetrocknet. 
Die einzelnen Schnitte wurden mit einem Fettstift (DAKO, Hamburg) umrandet, 2 x 5 
min in PBS rehydriert und anschließend mit je 100 µl Blocklösung für 30 min bei 
Raumtemperatur in einer Feuchtkammer inkubiert. Die Blocklösung wurde abgesaugt und 
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pro Schnitt 80 µl des Erstantikörpers aufgetropft (Tab II.1). Verdünnungen wurden in 
Blocklösungen erstellt. Die Inkubation erfolgte für 45 min bei RT in einer Feuchtkammer. 
Anschließend wurden die Schnitte 2 x für 5 min mit PBST gewaschen und gegebenen 
Falls die endogene Peroxidase durch Inkubation mit 3% H2O2 in Methanol für 15 min bei 
Raumtemperatur blockiert. Danach wurden die Schnitte erneut 2 x 5 min bei RT mit 
PBST gewaschen. Zur weiteren Detektion des Erstantikörpers wurde der Vectastain-
ABC-Elite-Kit (Vector Laboratories/Burlingame, USA) entsprechend der Spezies des 
Erstantikörpers verwendet. Dabei wurden die Angaben des Herstellers beachtet und die 
Schnitte zwischen den Inkubationsschritten wie zuvor beschrieben gewaschen. Für die 
Peroxidase-vermittelte Visualisierung der antikörpermarkierten Proteine wurde der AEC-
Kit der Firma Sigma/Deisenhofen verwendet. Die Entwicklung der Schnitte wurde im 
Lichtmikroskop kontrolliert und in Leitungswasser gestoppt. Anschließend folgte eine 
Gegenfärbung der Zellkerne in Hämatoxylin Gill Nr.1-Lösung (Sigma) für 45 Sekunden 
gefolgt von mehreren Waschschritten in Leitungswasser zur Entfernung des 
überschüssigen Farbstoffs. Die Schnitte wurden anschließend wässrig in Aquatex 
(Merck/Darmstadt) eingedeckt. Als Negativkontrollen entfiel die Inkubation des 
Erstantikörpers oder es wurden Isotypenantikörper eingesetzt. 
 
Blocklösung 0,1% Tween 20 in PBS 
  10 % Serum aus Spezies des zweiten Antikörpers 
PBST  0,1% Tween 20 in PBS  
 
II.12.3 Indirekte Doppel-Immunfluoreszenzfärbung 
Um die endothelzellspezifische Expression der Fusionsproteine Lodavin oder Scavidin 
bzw. die Co-Lokalisation dieser mit einem applizierten biotinylierten Liganden 
nachzuweisen, wurden die Gefrierschnitte der Gewebe einer Doppel-
Immunfluoreszenzfärbung unterzogen. Je nach Ansatz wurden die in Tabelle II.7 
aufgeführten Inkubationsschritte und Antikörperverdünnungen an den angegebenen 
Geweben eingehalten. Hierzu wurden die Gewebeschnitte wie unter II.12.2 beschrieben 
aufgetaut, fixiert und rehydriert. Die folgenden Inkubationen wurden in einer feuchten 
Kammer bei RT durchgeführt. Zunächst wurden die Schnitte für mindestens 20 min mit 
200 µl Blocklösung inkubiert. Anschließend folgte die gemeinsame Inkubation der 
Erstantikörper für 1 h (Inkubation I) gefolgt von zwei 5 minütigen Waschschritten und die 
Inkubation des fluoreszenzmarkierten Zweitantikörpers gerichtet gegen einen der beiden 
Erstantikörper (Inkubation II). Nach erneutem zweimaligem Waschen folgte die 
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Inkubation des zweiten markierten Zweitantikörpers (Inkubation III) gerichtet gegen den 
zweiten der beiden Erstantikörper. Nach diesem dritten Inkubationsschritt wurden die 









1h, RT Gewebe 
10 % rbserum + 
0,2 % Triton in 
PBSA 
mAK rat-α-




1:500 in Blocklsg. 
goat-α-rat-




10 % rbserum + 
0,2 % Triton in 
PBSA 
mAK rat-α-




1:500 in Blocklsg. 
goat-α-rat-




10 % rbserum + 
0,2 % Triton in 
PBSA 
rb-α-HRP (1:500) + 
goat-α-Avidin 
12 µg/ml in Blocklsg. 
ch-α-rbIgG Alexa594 
1:500 in Blocklsg. 
rb-α-goat-





Tab. II.7 Übersicht von Blocklösungen sowie Erst- und Zweitantikörperpaaren für 
die indirekte Doppel-Immunfluoreszenzfärbung  
(α) anti, (Alexa488) Alexa Fluor® 488, (Alexa594) Alexa Fluor® 594, (ch) Huhn, (goat) Ziege, (mAK) 
monoklonaler Antikörper, (mu) murin, (PBSA) 5% BSA in PBS, (rb) Kaninchen, (rat) Ratte, (RT) 
Raumtemperatur, (ÜS) Hybridomüberstand 
 
II.12.4 Herstellung von Mowiol-Lösung 
Mowiol wurde als Eindeckmedium für Fluoreszenzfärbungen verwendet, da es 
lichtempfindliche Fluoreszenzfarbstoffe konserviert, so dass Präparate über einen 
Zeitraum von etwa drei Monaten analysiert werden können. 
Zur Herstellung der Mowiol-Lösung wurden 6 g Glyzerol mit 2,4 g Mowiol und 6 ml 
H2O auf einem Drehrad für 2 h gemischt. Danach wurden 12 ml Tris/HCl (200 mM, pH 
8,5) zugefügt und die Suspension wurde 30 min bei 50-60°C inkubiert. Nach Abkühlung 
auf Raumtemperatur schloss sich eine 15 minütige Zentrifugation bei 5000 rpm und 4°C 
an. Der Überstand wurde bei -20°C gelagert. Kurz vor Gebrauch wurde die Mowiol-












Alle Arbeiten wurden unter sterilen Bedingungen (Laminar Air Flow Hood) mit sterilen 
Materialien und Lösungen durchgeführt. Generell wurden für die Zellkultur Plastikwaren 
der Hersteller Costar/Cambridge (USA), Falcon-Becton Dickinson/Plymouth (England), 
Greiner GmbH/Frickenhausen und Nunclon/Roskilde (Dänemark) verwendet.  
 
II.13.1 Standardlösungen und -medien für die Gewebekultur 
PBS    „Phosphate buffered saline“, 1x (Seromed, Berlin) 
DMEM+   Dulbecco`s Modifikation von Eagle`s Medium 
    mit 4,5 g/l Glukose (Gibco BRL, Eggenstein) 
RPMI-1640   (Gibco BRL, Eggenstein) 
MCDB131   (Gibco BRL, Eggenstein)    
FCS    Fötales Kälberserum (Cytogen, Costar, Bodenheim) 
    (Lot Nr. A01125-213, PAA Laboratories, Cölbe) 
    (Ch.-B. S604920, PAN Systems, Aidenbach) 
CS    Kälberserum (Sigma, Deisenhofen) 
Gln    200 mM Glutamin (Gibco BRL, Eggenstein),  
Endkonzentration 2mM 
Pyruvat   100 mM (Gibco BRL, Eggenstein), Endkonzentration 1 mM 
Trypsin/EDTA-Lösung 0,5 g/l Trypsin, 0,2g/l EDTA (PAA Laboratories, Cölbe) 
P/S    Penicillin-Streptomycin (Bio Whittaker, Verviers, B) 
    10000 Einheiten/ml Penicillin, 10000 mg/ml Streptomycin 
    Endkonzentration 1% (v/v) 
Gelatine   1% (w/v) in ddH2O (Serva, Heidelberg)   
G418      50 mg/ml (Gibco BRL), Endkonzentration 1 mg/ml 
Puromycin    Endkonzentration 0,8 µg/ml (AG Scientific) 
DMSO    Dimethylsulfoxid (Merck, Darmstadt) 
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II.13.2 Verwendete Zelllinien 
 
Zelllinie Beschreibung Referenz Medium
A293 humane embryonale Nierenzellen ATCC 2 





durch Methylcholanthrene A Transformation 
hergestellte murine Fibrosarkoma Zelllinie (freundliche 
Gabe von Prof. D. Männel, Universität Regensburg) 





prtTA-Scavidin transfizierte BFS-1 Linie diese Arbeit 4 
BFS-1/rtTA-
Lodavin 
prtTA-Lodavin transfizierte BFS-1 Linie diese Arbeit 4 










GP+E86/LXSN pLXSN transfizierte GP+E86 Linie R.Heidenreich 1 
GP+E86/Scavidin pLXSN-Scavidin transfizierte GP+E86 Linie diese Arbeit 1 
GP+E86/Lodavin pLXSN-Lodavin transfizierte GP+E86 Linie diese Arbeit 1 
GP+E86/dnEts-1 pLXSN-dnEts-1 transfizierte GP+E86 Linie diese Arbeit 1 




NIH 3T3 immortalisierte Mausfibroblasten 





II.13.3 Verwendete Medien 
 
Nr. Basis Serum Glutamin Pen/Strep NEAA Pyruvat 
1 DMEM+ 10% CS - - - - 
2 DMEM+ 10% FCS 2% 1% - - 
3 DMEM+ 10% FCS 2% 1% 1% 1% 
4 RPMI 1640 10% FCS 2% 1% - 1% 
5 MCDB 131 8% FCS 2% 1%   
 
Tab. II.8 Übersicht über die verwendeten Medien 
(CS) Kälber Serum, (FCS) fötales Kälber Serum, (NEAA) nicht essentielle Aminosäuren, (Pen/Strep) 
Penicil+Streptalysin 
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II.13.4 Langzeitlagerung von eukaryotischen Zellen 
Die Langzeitlagerung von eukaryotischen Zellen erfolgte in der Gasphase über flüssigem 
Stickstoff. Hierzu wurden die Zellen wie unter II.13.5 beschrieben von der 75 cm3 
Gewebekulturflasche abgelöst und abzentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 
Wachstumsmedium mit 10% DMSO und 20% Serum resuspendiert, auf drei Kryo-
Röhrchen (Fa. Greiner/Solingen) verteilt und über Nacht bei -80°C eingefroren. Zur 
Langzeitlagerung wurden sie in einen Tank mit flüssigem Stickstoff eingelagert. Zur 
erneuten Kultivierung wurden die Kryo-Röhrchen in einem Wasserbad bei 37°C 
möglichst schnell aufgetaut, die Zellsuspension in 10 ml vorgewärmtem 
Wachstumsmedium aufgenommen und für 5 min bei 1000 rpm zentrifugiert. Das 
Sediment wurde in frischem Medium resuspendiert und die Zellen in einer 75 cm2-
Gewebekulturflasche ausgesät. Am darauf folgenden Tag wurde das Medium noch einmal 
gewechselt. 
 
II.13.5 Kultivierung von eukaryotischen Zellen 
Die Kultivierung eukaryotischer Zellen erfolgte im entsprechenden Wachstumsmedium 
(siehe Tab. II.8) auf Gewebekulturflaschen oder Gewebekulturschalen in einer 
wassergesättigten Atmosphäre bei 37°C und 7% bzw. 5% CO2. Bei den adhärenten Zellen 
wurde das Kulturmedium alle zwei bis drei Tage gewechselt. Nach erreichter Konfluenz 
wurden die Zellen mit PBS gewaschen und dann mit 1,5 ml Trypsin/EDTA-Lösung pro 
75 cm2 solange bei 37 °C inkubiert, bis sie sich abzulösen begannen. Die Reaktion wurde 
unter dem Mikroskop kontrolliert und nach Zugabe von 5ml Wachstumsmedium durch 
die darin enthaltenen Trypsininhibitoren gestoppt. Die Zellsuspension wurde in ein 15 ml 
Röhrchen (Falcon) überführt und für 5 min bei 1000 rpm (Zentrifuge 4K10) und RT 
zentrifugiert. Der Überstand wurde abgenommen, das Zellpellet vorsichtig in frischem 
Medium resuspendiert und in einer der Wachstumsgeschwindigkeit der Zellen 
entsprechenden Verdünnung (1/3 - 1/10) in neuen Gewebekulturschalen ausgesät 
(Passagieren).  
 
II.13.6 Gelatinisierung von Zellkulturschalen 
Für die Kultivierung von GP+E86 Zellen, wurde der Boden der Zellkulturschale zunächst 
mit 1% Gelatinelösung bedeckt, und die Schale für mindestens 15 min bei 37°C inkubiert. 
Die Gelatinelösung wurde abgesaugt, und die beschichtete Schale für die Kultivierung der 
Zellen und deren Transfektanten sofort verwendet. 
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II.13.7 Bestimmung der Zellzahl 
Die Zellen wurden wie unter II.13.5 beschrieben von der Kulturschale abgelöst und in 
einem definierten Volumen Wachstumsmedium resuspendiert. Eine geringe Menge der 
Zellsuspension wurde entnommen, die Zellen mit einem Neubauer-Hämacytometer 
ausgezählt und die Zellzahl bezogen auf das Gesamtvolumen bestimmt. 
 
II.13.8 Transfektionen und Infektionen eukaryotischer Zellen 
II.13.8.1 Transiente und stabile Transfektion mittels Liposomen 
In dieser Arbeit wurden transiente Transfektionen mit COS-1, A293 und HUE Zellen 
mittels SuperFect sowie stabile Transfektionen von BFS-1 Zellen mittels Effectene 
durchgeführt. Beide Liposomen stammen vom Hersteller Qiagen/Hilden. 
Bei der transienten Transfektion wird keine Selektion auf die Aufnahme des Plasmids 
durchgeführt, so dass die eingebrachte DNA extrachromosomal verbleibt. Hierzu wurden 
die Zellen auf 3cm-Zellkulturplatten so ausgesät, dass sie am Tag der Transfektion zu 40-
60% konfluent waren. Folgte der Transfektion eine Immunfluoreszezfärbung, so wurden 
sie zusätzlich auf Deckgläsern kultiviert. Zur Herstellung des DNA-Liposomen-
Komplexes wurden 2 µg DNA in 100 µl des entsprechenden Zellkultur-Grundmediums 
ohne Zusatz von Seren verdünnt und mit 10 µl des SuperFect-Reagenz gemischt. Nach 
einer Inkubation des Ansatzes für 10 min bei Raumtemperatur wurden 600 µl 
serumhaltiges Medium hinzugegeben. Die Zellen wurden einmal mit PBS gewaschen und 
anschließend mit dem DNA-Liposomen-Komplex für 2-3 h im Brutschrank bei 37°C und 
5% CO2 inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die Zellen einmal mit PBS 
gewaschen und mit neuem Wachstumsmedium für 24-48 h im Brutschrank belassen, um 
eine maximale Proteinsynthese der Fremd-DNA zu erhalten. Es folgte dann die 
Aufarbeitung der Zellen für die Immunfluoreszenz (siehe II.13.10), Bindungsstudien 
(siehe II.13.11) bzw. für die Luziferase-Reportergen-Analyse (siehe II.13.13). 
Zur Durchführung der stabilen Transfektion von BFS-1 Zellen wurden diese 24 Stunden 
zuvor auf 10 cm Kulturschalen ausplattiert, so dass sie am Tag der Transfektion zu 40-
70% konfluent waren. Zur Herstellung des DNA-Liposomen-Komplexes wurden 2 µg 
DNA zusammen mit 16 µl eines Enhancers in 300 µl des Reaktionspuffers EC verdünnt, 
gevortext und für 5 min bei RT inkubiert. Anschließend erfolgte die Zugabe von 60 µl 
Effectene und erneutes Mischen für ca. 10 sek. Nach einer 10 minütigen Inkubation bei 
RT wurde 3 ml frisches Wachstumsmedium auf den DNA-Liposomen-Komplex gegeben. 
Die Zellen wurden einmal mit PBS gewaschen, 7 ml frisches Medium aufgelegt, 
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schließlich der komplette Reaktionsmix auf die Zellen getropft und durch Wiegen der 
Zellkulturschale gemischt. Nach Ablauf einer 4 stündigen Inkubationszeit bei 37°C und 
5% CO2 wurden die Zellen einmal mit PBS gewaschen und mit neuem 
Wachstumsmedium für weitere 24 Stunden im Brutschrank belassen. Anschließend 
wurde Zellen selektioniert, die die Fremd-DNA in ihr Genom integriert hatten. Dies 
erfolgte mit Hilfe von Antibiotika-Resistenzgenen, die in den transfizierten Plasmiden 
enthalten sind. Die Zellen wurden mit der vorher bestimmten optimalen Antibiotika-
Konzentration von 0,8 µg/ml Puromycin im Wachstumsmedium kultiviert bis Zellklone 
von stabilen Transfektanten zwischen den toten oder wachstumsinhibierten Zellen auf der 
Kulturschale sichtbar wurden. Diese Zellklone wurden isoliert und in getrennten 
Kulturschalen vermehrt. 
 
Puromycin    Endkonzentration 0,8 µg/ml (AG Scientific) 
 
II.13.8.2 Stabile Transfektion von GP+E86 Zellen zur Generierung von Retroviren 
Zur Generierung der Viren wurden der retrovirale Vektor pLXSN (BD Bioscience 
Clonetec) sowie die Verpackungszelllinie GP+E86 verwendet. Der Vektor enthält 
Elemente, die vom „Moloney murine leukemia virus“ (MoMuLV) sowie dem „Moloney 
murine sarcoma virus“ (MoMuSV) stammen. Hierbei dient die virale 5’LTR als Promotor 
und Enhancer, die die Expression des in die MCS eingebrachten heterologen Gens (hier 
Lodavin, Scavidin oder dnEts-1) kontrolliert. Zudem reguliert der im Vektor enthaltene 
„SV40 early promotor“ (PSV40e) die Expression des Neomycin-Resistenz-Gens (Neor), das 
die Selektion in eukaryotischen Zellen ermöglicht. Durch stabile Transfektion des 
Plasmids in die Verpackungszelllinie integriert dieser in das Genom. Dies führt zur 
Herstellung eines Transkripts (Vektor RNA), dass neben dem heterologen Gen auch das 
virale Verpackungssignal φ+ sowie Selektionsmarker enthält. Die Verpackungszelllinie 
GP+E86 enthält zwei voneinander unabhängige Konstrukte, die für virale strukturelle und 
enzymatische Proteine codieren. So exprimiert das eine Konstrukt die Gag-Genprodukte 
codierend für virusinterne Strukturproteine und die Pol-Genprodukte codierend für die 
reverse Transkriptase sowie Integrase. Das zweite Konstrukt exprimiert die Hüllproteine 
env. Die entstehenden rekombinanten retroviralen Vektorpartikel können im Folgenden 
zur Infektion von Zielzellen verwendet werden. Das im Virus enthaltene Vektor-RNA-
Genom, welches das heterologe Gen trägt, wird in der Zielzelle in eine doppelsträngige 
DNA revers transkribiert. Diese DNA integriert in das Genom, wodurch das 
entsprechende Gen wie ein zelluläres Gen exprimiert wird. Es ist jedoch keine weitere 
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Virusproduktion in den infizierten Zellen möglich, da die genetische Information für die 
viralen strukturellen und enzymatischen Proteine nicht vorliegt.  
Die zu transfizierenden GP+E86 Zellen wurden am Vortag so auf 10 cm-
Gewebekulturschalen ausgesät, dass sie am nächsten Tag zu etwa 30-50% konfluent 
waren. Bereits 90 min vor der Transfektion wurde ein Mediumwechsel durchgeführt. In 
einem 1,5 ml Reaktionsgefäß wurden dann 450 µl ddH2O vorgelegt, je 10-20 µg zirkuläre 
DNA zugegeben und die Lösung nach Zugabe von 50 µl 2,5 M CaCl2 gemischt. Es folgte 
eine 10 minütige Inkubation bei RT. Anschließend wurde jedem Ansatz tropfend und 
unter vortexen 500 µl 2 x HBS zugegeben und für weitere 20-25 min bei RT inkubiert. 
Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde die DNA-Lösung mit einer Pipette gemischt und 
tröpfchenweise auf die Zellen gegeben. Zur optimalen Präzipitatbildung wurden die 
Zellen über Nacht bei 37°C und 3% CO2 inkubiert. Am nächsten Morgen wurden die 
transfizierten Zellen zweimal mit PBS gewaschen und in frischem Wachstumsmedium für 
weiter 24-48 h kultiviert. Anschließend erfolgte die Selektion in optimierter Antibiotika-
Konzentration auf Klone, die die DNA in ihr eigens Genom integrierten. Diese Zellklone 
wurden isoliert und in getrennten Kulturschalen vermehrt.  
 
2 x HBS:  50 mM HEPES/NaOH; pH 7,5 
   250 mM NaCl 
   1,5 mM Na2HPO4  -Na2H2PO4  
 
 
II.13.8.3 Infektion von Nagerzellen mittels Retroviren 
In dieser Arbeit wurden NIH 3T3 Fibroblasten und BFS-1 Fibrosarkoma Zellen mit 
ecotropen Retroviren infiziert, die für Lodavin, dnEts-1 oder den Leervektor (pLXSN) 
codierten. Die virusproduzierenden Zellen (GP+E86/Lodavin, GP+E86/dnEts-1/ und 
GP+E86/empty) wurden am Abend vor der Infektion 1:2 gesplittet und die zu 
infizierenden Zellen so ausgesät, dass sie am Tag der Infektion ca. 60-80 Konfluenz 
erreicht hatten. Unmittelbar vor der Infektion wurde das durch die virusproduzierenden 
Zellen konditionierte Medium abgenommen, durch 10 min auf 2000 rpm zentrifugiert, der 
Überstand in ein neues Reaktionsgefäß überführt und mit 8 µg/ml Polybren versetzt. Die 
NIH 3T3 bzw. BFS-1 Zellen wurden einmal mit PBS gewaschen und anschließend soviel 
Virusgemisch hinzugegeben, dass die Kulturschale gerade bedeckt ist. Danach wurden 
die Zellen für 3h bei 37°C und 5% CO2 im Brutschrank inkubiert. Nach Ablauf der 
Inkubationszeit wurde das Medium entfernt und die Zellen mit frischem 
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Wachstumsmedium für weitere 48 h kultiviert. Die so infizierten Zellen wurden 
schließlich für die Western Blot Analyse aufgearbeitet (siehe II.9.1-3). 
 
Polybren Hexadimethin Bromid (Sigma, Deisenhofen), Stocklösung 1 mg/ml 
 
II.13.9 Titerbestimmung von virusproduzierenden GP+E86 Zellen 
Zur Bestimmung des Virustiters wurden die G418-resistenten GP+E86 Zellen nach 
Erreichen der Konfluenz mit PBS gewaschen, trypsiniert, in einem Verhältnis von 1:2 auf 
neue Kulturflaschen verteilt und über Nacht (ca. 16 h) inkubiert. Der Virusüberstand 
wurde abgenommen, 10 min auf 2000 rpm zentrifugiert und in Verdünnungen von 1:200 
und 1:2000 zur Infektion von NIH 3T3 Zellen eingesetzt (siehe II.13.8.3), von denen am 
Vortag 105 bzw. 5x105 auf 6 cm Kulturschalen verteilt worden waren (siehe II.13.5). 
Zwei Tage nach der Infektion wurden die NIH 3T3 Zellen mit PBS gewaschen, 
trypsiniert und in einem Verhältnis von 1:15 auf 63 cm2 Kulturschalen verteilt. Ab diesem 
Zeitpunkt wurde dem Wachstumsmedium 1 mg/ml G418 (Gibco BRL) zur Selektion 
zugesetzt und das Medium alle 2-3 Tage gewechselt. Zellen, welche das Virus nicht 
aufgenommen und in das Genom integriert hatten, starben innerhalb weniger Tage ab. 
Nach 7-14 Tagen wurden die Zellklone, welche sich aus den resistenten Zellen gebildet 
hatten, für 20 min bei RT mit Kristallviolett-Lösung (0,5% (w/v) in 30% Methanol) 
gefärbt und gezählt. Der Virustiter berechnete sich aus der Anzahl der Klone multipliziert 
mit dem Verdünnungsfaktor unter Berücksichtigung des zur Infektion eingesetzten 
Volumens und wird in koloniebildenen Einheiten (cfu = „colony forming units“) pro ml 
Kulturüberstand angegeben. 
 
II.13.10 Immunfluoreszenz transienter und stabil transfizierter Zellen 
Um die Genexpression transduzierter Zellen zu untersuchen, wurden diese auf ein 22 x 22 
mm großes Deckglas in 3 mm Schalen ausplattiert, so dass sie am Tag der 
Immunfluoreszenzfärbung zu 50-70% konfluent waren. Die Zellen wurden zunächst 
zweimal mit PBS gewaschen, anschließend für 10-20 min bei RT mit kalter 3,7% 
Formalin-PBS-Lösung fixiert und erneut zweimal mit PBS gewaschen. Es folgte eine 
zwanzig minütige Inkubation mit Natriumborhydrid (1 Spatelspitze auf 100 ml PBS), um 
freie Aldehydgruppen zu reduzieren. Zur Permeablisierung der Zellmembran wurden die 
Zellen mit 0,2% Triton in PBS behandelt und anschließend dreimal mit kaltem PBS 
gewaschen. Der gegen das von den Zellen exprimierte Protein gerichtete Erstantikörper 
wurde wie in Tab. II.1 angegeben in einem Puffer (0,5% Tween, 0,5% BSA in PBS) 
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verdünnt und die Zellen damit für 1h bei RT inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit 
kaltem PBS folgte die Inkubation des mit einem Fluoreszenzfarbstoff markierten 
Zweitantikörpers für eine Stunde bei RT (siehe Tab. II.2). In den letzten 10 Minuten 
dieser Inkubation wurde der DNA-Farbstoff Hoechst 33258 in einer Konzentration von 2 
µg/ml zugegeben, anschließend erneut mehrfach mit kaltem PBS gewaschen und die 
Deckgläser schließlich mit Mowiol (siehe II.12.4) auf Objekträgern eingedeckt. Die 
mikroskopische Auswertung der Färbungen erfolgte am Fluoreszenzmikroskop Axiovert 
135 (Zeiss/Oberkochen). Die Fotos wurden mit der Axicam (Zeiss/Oberkochen) erstellt. 
 
II.13.11 In vitro Bindungsstudien 
Um die Bindungseigenschaften der Fusionsproteine Lodavin und Scavidin in vitro zu 
testen, wurden die Plasmide pFlk-1-Lodavin und pFlk-1-Scavidin in die immortalisierte 
Endothelzellinie HUE transient transfiziert (siehe II.13.8.1). Zwei Tage nach Transfektion 
wurde das Medium abgenommen, die Zellen zweimal mit PBS gewaschen und 
anschließend mit 5, 10 bzw. 20 µg/ml biotinyliertem Fluorescein für 15 min bei 37°C und 
5% CO2 inkubiert. Nach ausgiebigem Waschen der Zellen mit PBS wurde diese für 10 
min bei -20°C in Methanol fixiert und eine Immunfluoreszenfärbung gegen die 
Avidindomäne der Fusionsproteine durchgeführt (siehe II.13.10). Die Bindung des 
biotinylierten Liganden in Co-Lokalisation mit den Fusionsproteinen wurde am 
Fluoreszenzmikroskop Axiovert 135 (Zeiss/Oberkochen) ausgewertet.   
 
biotinyliertes Fluorescein   (Pierce, USA), Stocklösung 2 mg/ml 
 
 
II.13.12 In vitro Proliferationstest 
Um das Proliferationsverhalten von Zellen in vitro zu analysieren, wurden 104 BFS-1 
(Gruppe I und II) bzw. Zellen des Klons BFS-1/Scavidin (Gruppe III und IV) in 35 mm-
Zellkulturschalten ausplattiert und in Zellkulturmedium (Gruppe I und III) bzw. in 
Medium mit 2 µg/ml Doxyzyklin (Gruppe II und IV) kultiviert. In einem weiteren 
Versuchsansatz wurde zusätzlich 4 ng/ml Biotin (Fluka/Neu-Ulm) dem Medium 
beigegeben. Nach 3 Tagen wurden die Zellen zweimal mit PBS gewaschen, trypsinisiert 
und die Gesamtzellzahl jeder Gruppe mit einem Zellzählgerät (Casy-1, Schärfe-
System/Reutlingen) bestimmt. Innerhalb eines Versuchs wurden die Zellen als sechsfach 
Wert bestimmt und mit Hilfe des Programms InStat 2.01 (T-Test für unverbundene 
Stichproben) ausgewertet. Ein Versuch wurde mindestens zweimal wiederholt.  




24-48 h nach der Transfektion wurden die Zellen lysiert und für die luminometrische 
Analyse aufgearbeitet. Dabei wurde der Dual Light Kit (Tropix, Bedford, USA) nach den 
Angaben des Herstellers verwendet. Die Luziferase- und LacZ-Aktivitäten wurden 
nacheinander im Luminometer gemessen und der Quotient der erhaltenen relativen Licht-
Einheiten (RLU) gebildet. Innerhalb eines Reporter-Experiments wurden die Werte in 
Triplikaten gemessen und der Mittelwert bestimmt. Die statistische Auswertung erfolgte 
mit Hilfe des Programms InStat 2.01 (T-Test für unverbundene Stichproben). 
In einem typischen Experiment wurden je 0,5 µg Luziferase Reporterplasmid, 0,3 µg β-
Galaktosidase Reporter und je 0,5, 1 bzw. 2 µg Expressionsplasmide von 
Transkriptionsfaktoren in A293 und HUE Zellen co-transfiziert. Um in jedem Ansatz 
identische DNA Mengen zu erhalten, wurde zusätzlich pcDNA3 Vektor co-transfiziert. 
Die DNA wurde mit 100 µl Medium (ohne Serum oder Zusätze) und 10 µl Superfect 
(Qiagen, Hilden) für 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die Mixtur wurde dann auf 
ca. 70% konfluente A293 oder HUE Zellen in 6-Loch-Kulturplatten gegeben und für 3 h 
bei 37°C inkubiert. Danach wurden die Zellen mit PBS gewaschen und in 
Wachstumsmedium weiter kultiviert. 24-48 h nach der Transfektion wurden die Zellen in 
Lyse-Puffer geerntet (Dual Light Kit), 10 min bei 11000 rpm sedimentiert 
(Tischzentrifuge) und 5 µl des Überstandes für die luminometrische Messung von 
Luziferase und β-Galaktosidase Aktivität eingesetzt. Jedes Experiment wurde mindestens 
dreifach durchgeführt. 
 
II.13.14 Tetrazyklin-basierende Systeme zur regulierten Genexpression  
Die ursprünglichen Tet-Systeme basieren auf dem Tet-Repressor (TetR) aus E.coli, der 
die Gene des Tetrazyklin-Resistenz-Operon des Tn10 Transposons negativ reguliert. In 
Abwesenheit von Tetrazyklin (Tc) bindet TetR an die tet Operator-Sequenz (tetO) und 
blockiert damit die Transkription. Durch Fusion der Aminosäuren 1-207 des TetR mit den 
127 carboxy-terminalen Aminosäuren des VP16 Proteins des Herpes Simplex Virus wird 
dieser Repressor zum Transaktivator. Das Hybridprotein wird als Tc-antwortender 
Transaktivator (tTA) bezeichnet, das zur Bindung an das korrespondierende tet-
responsive Element (TRE) fähig ist. Im Tet-off System geschieht dies in Abwesenheit 
von Tetrazyklin (Tc) oder Doxyzyklin (Dox) und führt zur Induktion der Expression eines 
heterologen Zielgens, das durch TRE reguliert wird. Die Transaktivierung des Zielgens 
wird so durch die Gabe von Tc oder Dox blockiert. Im Tet-on System wird durch den 
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Austausch vier verschiedener Aminosäuren aus dem tTA ein reverser Tc-antwortender 
Transaktivator (rtTA). Da eine Genexpression nur in Gegenwart von Tc oder Dox 
stattfinden kann, ist dieses System für in vivo Anwendungen besser geeignet.  
Bei beiden Tet-Systemen bedarf es der Co-Transfektion zweier Plasmide in die Zielzelle. 
Das Regulatorplasmid (ptTA oder prtTA) ist dabei unter der Kontrolle eines ubiquitär 
aktiven oder zellspezifischen Promotors, der für den Transaktivator codiert. Dieser 
wiederum bindet als Dimer an das TRE des so genannten Antwortplasmids (pTRE) und 
reguliert dabei die Expression des Zielgens. Das TRE seinerseits besteht aus sieben 
Kopien einer 42-bp tetO-Sequenz und ist dem Minimalpromotor des Cytomegalivirus 







Abb. II.1 Schematische Darstellung der Genregulation im Tet-off und Tet-on System 
A. Regulatorplasmid (ptTA) und Responderplasmid (pTRE) des Tet-off Systems. Die Expression des 
Transaktivators tTA wird durch den CMV-Promotor reguliert. In Abwesenheit eines Induktors bindet tTA 
am Tetrazyklin-responsiven Element (TRE) des pTRE und bewirkt die Expression des heterologen 
Zielgens. In Gegenwart des Induktors ist diese blockiert. B. Regulatorplasmid (prtTA) und 
Responderplasmid (pTRE) des Tet-on Systems. Nur in Anwesenheit eines Induktors bindet der reverse 
Transaktivator rtTA am Tetrazyklin-responsiven Element (TRE) des pTRE und bewirkt die Expression des 
heterologen Zielgens. 


















TRE      PminCMV heterologes Gen 
II. Material und Methoden 
______________________________________________________________________________________ 
63
In der vorliegenden Arbeit wurde eine modifizierte Version des Tet-on Systems 
verwendet (von H. Drexler zur Verfügung gestellt; Abb. II.2). Dieses basiert auf dem 
retroviralen Plasmid pBabepuro, innerhalb dessen sowohl die regulatorischen Elemente 
des prtTA- als auch die des pTRE-Plasmids fusioniert vorliegen. Darüber hinaus ist das 
TRE nicht nur der codierenden Sequenz des heterologen Gens vorgelagert, sondern auch 
der des Transaktivators selbst. Die Transkription des rtTAs wird somit nicht vom 
Promotor des Cytomegalivirus oder eines zellspezifischen Promotors reguliert, sondern 
von der retroviralen 5’LTR. Zudem nimmt der Transaktivator einen positiven Einfluss auf 
seine eigene Expression. In Gegenwart von Tc bzw. Dox bindet rtTA an den TREs des 
Plasmids, was sowohl zur Induktion der Expression des heterologen Gens als auch des 
Regulators führt und damit eine positive Rückkopplung bewirkt: Transaktivator und 
Transgen werden verstärkt exprimiert. 
In der vorliegenden Arbeit wurden die Konstrukte prtTA-Lodavin und prtTA-Scavidin in 
die Fibrosarkoma Zelllinie BFS-1 transfiziert und die Zellen anschließend auf stabile 
Vektorintegration mit Puromycin (Endkonzentartion 1 µg/ml) selektioniert (siehe 
II.13.8.1). Zur Induktion der Expression der heterologen Gene in vitro wurden die Zellen 
in Gegenwart von 2 µg/ml Doxyzklin kultiviert. In vivo wurde die Expression der 
Fusionsproteine nach subkutaner Injektion der Zellen (siehe II.11.1.1) durch die Gabe von 




Abb. II.2 Schematische Darstellung der Genregulation im retroviralen Tet-on 
System  
Anteile des Regulatorplasmids (prtTA) und Responderplasmids (pTRE) des ursprünglichen Tet-on Systems 
sind fusioniert. Die Expression des Transaktivators rtTA wird von der retroviralen 5´LTR kontrolliert. In 
Anwesenheit eines Induktors bindet rtTA am Tetrazyklin-responsiven Element (TRE), welches sowohl dem 
heterologen Zielgen als auch rtTA vorgelagert ist. Damit kontrolliert rtTA die Expression des Zielgens und 
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III.1. Die Fusionsproteine Lodavin und Scavidin 
Lodavin (Lehtolainen et al., 2003) und Scavidin (Lehtolainen et al., 2002) sind 
membranständige Fusionsproteine, die aus Anteilen des endozytotischen LDL-Rezeptors 
bzw. Scavenger Rezeptors A bestehen. Deren ursprüngliche Domänen zur 
Ligandenbindung wurden deletiert und gegen Avidin ersetzt. Die extrazelluläre 
Avidindomäne ist zur Bindung von Biotin bzw. eines biotinylierten Liganden fähig, 
während die Rezeptoranteile die Lokalisierung der Fusionsproteine in die Zellmembran 
und die Endozytose des gebundenen Liganden vermitteln. In vitro und in vivo Studien 
bestätigten, dass beide Fusionsproteine zur spezifischen Bindung biotinylierter Liganden 
und deren Internalisierung fähig sind (Lehtolainen et al., 2002; 2003). Aufgrund der 
außergewöhnlich hohen Affinität der Fusionsproteine zu Biotin bzw. biotinylierter 
Konjugate könnte das Lodavin/Scavidin-System im Rahmen eines gentherapeutischen 2-
Schritt Modells für klinische Anwendungen von großem Nutzen sein. Der zell- und/oder 
gewebespezifischen Expression folgt die systemische Verabreichung des biotinylierten 
therapeutischen oder diagnostischen Agens. Durch die hohe Affinität wären nur niedrige 
Konzentrationen nötig, die selektiv und spezifisch im Zielgewebe akkumulieren. 
Toxische Nebenwirkungen würden minimiert werden.  
In der vorliegenden Arbeit sollten Lodavin und Scavidin in verschiedenen in vitro und in 
vivo Systemen untersucht und als therapeutisches bzw. diagnostisches Modell bei 
Tumorerkrankungen analysiert werden. Hierbei wurde zum einen auf die 
endothelzellspezifische Expression der Fusionsproteine während des Prozesses der 
Tumorangiogenese fokussiert wie auch auf die Expression in Tumorzellen selbst. 
Zusätzlich bot letzteres Modell die Möglichkeit einer regulierten Expression der 
Fusionsproteine, die in Abhängigkeit eines Induktors an- und abgeschaltet werden sollten. 
 
III.1.1 Endothelzellspezifische Expression von Lodavin und Scavidin 
III.1.1.1 Endothelzellspezifische Expression der Fusionsproteine im transgenen Tier 
Um die Spezifität anti-angiogener Therapien oder diagnostischer Verfahren zur 
Darstellung von Tumoren bzw. tumoraler Gefäße zu erhöhen und Nebenwirkungen auf 
den gesamten Organismus zu minimieren, müssen therapeutische Gene möglichst lokal 
im Gefäßsystem des malignen Gewebes exprimiert werden. Im Gegensatz zu den meisten 




flk-1 Promotor Lodavin pA flk-1 Enhancer
flk-1 Promotor Scavidin pA flk-1 Enhancer
Rezeptor-2 (Flk-1) Expression, weshalb für die endothelzellspezifische Expression der 
Fusionsproteine Lodavin und Scavidin regulatorische Elemente des murinen flk-1 Gens 
verwendet wurden. Wie bereits durch Reportergenanlaysen in vitro und in vivo gezeigt 
wurde, kann unter der Kontrolle eines 939 bp Fragments aus der 5’flankierenden Region 
des flk-1 Gens in Kombination mit einem 2.3 kbp Fragment aus dem ersten Intron des 
Gens die Reportergenexpression endothelzellspezifisch reguliert werden (Kappel et al., 
1999). Das erste der beiden Fragmente umspannt den Bereich von -640 bp bis +299 bp 
des flk-1 Gens und wird in dieser Arbeit als Promotor bezeichnet, das zweite umfasst den 
+1677 bis +3947 bp-Bereich und wird als Enhancer bezeichnet (flk-1p/e). Alle Angaben 
beziehen sich auf die Basenpaare relativ zum Transkriptionsstart. Zur vereinfachten 
Generierung der DNA-Konstrukte pFlk-1-Lodavin und pFlk-1-Scavidin wurde zunächst 
das pFlk-1-LacZ5 Plasmid (Kappel et al., 1999) mit einer „multiple-cloning-site“ (MCS) 
ausgestattet. Hierzu wurde das Plasmid mit den Restriktionsendonukleasen HindIII und 
EcoRI verdaut und damit die LacZ-Kassette entfernt. Die komplementären MCS-
enthaltenen Oligonukleotide wurden mit überhängenden Schnittstellen für die beiden 
Restriktionsendonukleasen HindIII und EcoRI synthetisiert, so dass diese nach 
Hybridisierung direkt für die Insertion in den Vektor verwendet werden konnten. 
Zur Klonierung des DNA-Konstrukts pFlk-1-Lodavin wurde das Lodavin Gen aus dem 
Plasmid pHTT631 (von S. Ylä-Herrtuala zur Verfügung gestellt) mittels der 
Restriktionsendonuklease BamHI geschnitten und in den Klonierungsvektor pKSII(+) 
(Stratagene) subkloniert. Schließlich wurde das HindIII/NotI-Fragment aus pKS-Lodavin 
in die entsprechenden Schnittstellen des Flk-1-MCS Vektor inseriert. Um Scavidin unter 
die Kontrolle des flk-1 Promotors und Enhancers zu klonieren, wurde die cDNA mittels 
der Restriktionsendonuklease PstI aus dem retroviralen Konstrukt pLScARNL 






Abb. III.1.1 Schematische Darstellung der Konstrukte Flk-1-Lodavin und Flk-1-
Scavidin 
Die Expression der Fusionsproteine Lodavin und Scavidin wurde von dem zuvor charakterisierten 939 bp 
Promotorfragment des murinen flk-1 Gens in Kombination mit dem 2.3 kbp Enhancerfragment aus dem 1. 




wurde das HindIII/NotI-Fragment aus pKS-Scavidin in die entsprechenden Schnittstellen 
von pFlk-1-MCS kloniert. Alle generierten Konstrukte wurden sequenzanalytisch 
überprüft.  
Bereits zuvor wurde beobachtet, dass die verwendeten murinen flk-1 Promotor- und 
Enhancerelemente in humanen Endothelzellen aktiv sind (R. Heidenreich, persönliche 
Mitteilung). Dementsprechend wurde die Funktionalität der Plasmide pFlk-1-Lodavin und 
pFlk-1-Scavidin (Abb. III.1.1) durch transiente Transfektion der immortalisierten 
humanen Endothelzelllinie HUE überprüft. Um die Bindungsaktivität der Fusionsproteine 
zu untersuchen, wurden zwei Tage nach Transfektion die Zellen mit dem biotinylierten 
Liganden Fluorescein (Pierce) inkubiert. Ungebundener Ligand wurde durch ausgiebiges 
Waschen der Zellen entfernt. Die Expression von Lodavin und Scavidin wurde mittels 
Immunfluoreszenzfärbung unter Verwendung eines Antikörpers gegen die Avidindomäne 
beider Fusionsproteine bestätigt (Abb. III.1.2 A/D). Darüber hinaus zeigte sich, dass 
ausschließlich Zellen zur Bindung des biotinylierten Liganden Fluorescein fähig waren, 
die die Fusionsproteine exprimierten (Abb. III.1.2 B/E). Eine unspezifische Bindung des 
 
                
     
     
 
Abb. III.1.2 Endothelzellspezifische Expression von Lodavin und Scavidin in vitro 
Spezifische Bindung eines biotinylierten Liganden. HUE Zellen wurden mit Lodavin (A-C) oder Scavidin 
(D-F) transient transfiziert und eine Immunfluoreszenzfärbung gegen die Avidindomäne der 
Fusionsproteine durchgeführt (A, D). Die Zellen wurden für 15 min mit biotinyliertem Fluorescein 
inkubiert. Zellen, die Lodavin oder Scavidin exprimierten, zeigten eine spezifische Bindung des 
biotinylierten Liganden (B, E). Eine unspezifische Bindung an nicht-transfizierte Zellen wurde nicht 






Liganden an nicht-transfizierte Zellen konnte nicht beobachtet werden. Somit wurde die 
Funktionalität der Plasmide pFlk-1-Lodavin und pFlk-1-Scavidin, die für die Generierung 
transgener Tiere verwendet werden sollten, in vitro bestätigt. Die Bindungsaktivität der 
Fusionsproteine konnte in Endothelzellen demonstriert werden. 
Um auszuschließen, dass die endothelzellspezifische Expression von Lodavin oder 
Scavidin während der Embryonalentwicklung zu phänotypischen Veränderungen oder zur 
Letalität führt, wurden Embryonen untersucht, die sich direkt durch Pronukleusinjektion 
der DNA und anschießendem Oozytentransfer entwickelten. Grund der Annahme war, 
dass endogenes Serumbiotin durch Lodavin bzw. Scavidin internalisiert wird, so dass ein 
erhöhter intrazellulärer Biotingehalt der Endothelien Einfluss auf die Ausbildung des 
Gefäßsystems während der Embyonalentwicklung nehmen könnte. Die Analyse erfolgte 
an Tag 11,5 der Embryonalentwicklung (E11,5). Hierzu wurden die Dottersäcke der 
Embryonen mittels PCR-Analyse hinsichtlich ihrer Transgenität untersucht und die 
transgenen Embryonen histologisch analysiert. In zwei von drei transgenen Embryonen 
wurde eine endothelzellspezifische Expression von Lodavin nachgewiesen. Keiner der 
untersuchten transgenen Embryonen wies im Vergleich mit Embryonen aus Wildtyp 
Mäusen morphologische Unterschiede in Größe und Entwicklung auf. Es wurde kein 
abnormaler vaskulärer Phänotyp beobachtet (Daten nicht gezeigt). Folglich wurden die 
Plasmide zur Generierung transgener Mauslinien verwendet. Einen Überblick der Daten 
zur Generierung und Analyse der transgenen Tiere zeigt Tabelle III.1. Die Generierung 
transgener Mäuse erbrachte 77 Flk-1-Lodavin bzw. 97 Flk-1-Scavidin Nachkommen. 
Diese wurden mittels PCR-Analyse aus genomischer DNA von Schwanzbiopsien 
genotypisch untersucht. Auf diese Weise wurden 5 Tiere zur Gründung Flk-1-Lodavin 
transgener Mauslinien bzw. 6 Tiere zur Generierung Flk-1-Scavidin transgener Linien 
 
 Flk-1-Lodavin Flk-1-Scavidin 
Anzahl der Embryonen aus Oozytentransfer 51 - 
Anzahl der positiven Embryonen aus 
Genotypisierung von Dottersack DNA 
3 - 
Anzahl transgenexprimierender Embryonen 2 - 
Anzahl der Nachkommen aus Oozytentransfer 77 97 
Anzahl der positiven Nachkommen durch Geno-
typisierung von DNA aus Schwanzspitzenbiopsien 
5 6 
Anzahl der transgenexprimierenden 
Nachkommen/Gründer einer Linie 
1 1 
 





ermittelt. Damit waren für beide Konstrukte ca. 6% der Nachkommen positiv für das 
Transgen. Im Weiteren wurden diese so genannten Gründer einer Linie mit Wildtyp 
Tieren des Stammes C57/BL6 gekreuzt, deren Nachkommen somit heterozygot für das 
Transgen waren. Die aus den Verpaarungen hervorgegangenen Embryonen wurden 
routinemäßig am Tag 11,5 der Embryonalentwicklung (E11,5) hinsichtlich der 
Expression des Transgens untersucht. Hierzu wurden die Dottersäcke der Embryonen 
mittels PCR-Analyse genotypisiert und die transgenen Embryonen immunhistologisch 
untersucht. Für die Gene Lodavin und Scavidin wurde jeweils eine Linie ermittelt, deren 
Nachkommen während der Embryonalentwicklung die Expression des Transgens 
reproduzierbar im Endothel aufwiesen. Dabei gaben der Gründer der Linie Flk-1-Lodavin 
und der Gründer der Linie Flk-1-Scavidin das Transgen nach den Mendelschen Gesetzen 




     
     
 
Abb. III.1.3 Immunhistochemische Färbung Flk-1-Lodavin transgener Embryonen  
Flk-1-Lodavin transgene Embryonen der Linie 29107 wurden an E14,5 präpariert, Gefrierschnitte 
angefertigt und immunhistochemische Färbungen gegen die Avidindomäne von Lodavin durchgeführt. A. 
Während Intercostalgefäße Loadvin exprimierten, wurden in der Lunge keine Lodavin positiven Gefäße 
detektiert. B. Gefäße der Niere exprimierten Lodavin. C. In der Nebenniere wurden Lodavin positive 
Gefäße detektiert. D. Gefäße des Darms wiesen eine Lodavin Expression auf. E. In der Leber exprimierten 
Endothelzellen Lodavin. F. Lodavin positive Gefäße im perineuralen vaskulären Plexus und 
Neuroektoderm. Die Kapillaren der Haut waren ebenso gefärbt (Pfeilspitzen). 





Im Folgenden wurden die transgenen Embryonen beider Linien charakterisiert, die aus 
Verpaarungen der Gründer oder deren Nachkommen mit Wildtyp Tieren hervor gingen. 
Da Gründer einer Linie als die F0-Generation bezeichnet werden, handelt es sich bei den 
untersuchten Embryonen um Tiere der F1 bis F3-Generation. Unter Verwendung eines 
spezifischen Antikörpers gegen die Avidindomäne wurde die endothelzellspezifische 
Expression von Lodavin in fast allen Organen während der Embryonalentwicklung an 
Tag 14,5 (E14,5) nachgewiesen (Abb. III.1.3). Einzige Ausnahme war die Lunge (Abb. 
III.1.3 A). Während Intercostalgefäße eine deutliche Reaktivität gegenüber Lodavin 
aufwiesen, wurde bei keinem der untersuchten Embryonen im Lungengewebe eine 
Lodavinexpression beobachtet. Gefäße der Niere (Abb. III.1.3 B) und Nebenniere (Abb. 
III.1.3 C) sowie des Darms (Abb. III.1.3 D) waren Lodavin positiv. Ebenso wurde in 
Endothelien der Leber die Expression von Lodavin nachgewiesen (Abb. III.1.3 E). Der 
Schnitt durch die Kopfregion eines Embryos zeigt den perineuralen vaskulären Plexus 
sowie von dort in das Neuroektoderm aussprossende Gefäße. Diese, wie auch kleinste 
Kapillaren der Haut, zeigten eine Lodavin-Expression (Abb. III.1.3 F).  
 
     
     
 
Abb. III.1.4 Immunhistochemische Färbung Flk-1-Scavidin transgener Embryonen  
Flk-1-Scavidin transgene Embryonen der Linie 31222 wurden an E15,5 präpariert, Gefrierschnitte 
angefertigt und immunhistochemische Färbungen gegen die Avidindomäne von Scavidin durchgeführt. A. 
Gefäße der Niere exprimierten Scavidin. B. Blutgefäße der Lunge zeigten eine Expression von Scavidin C. 
In der Leber exprimierten Endothelzellen Scavidin. D. Gefäße des Neuroektoderm waren Scavidin positiv. 
E. Gefäße um die Haarfolikel exprimierten Scavidin. F. Querschnitt durch ein Gefäßlumen. Die innerste 
Endothelzellschicht ist Scavidin positiv. 




Immunhistochemische Analysen von Embryonen der Flk-1-Scavidin Linie 31222 an Tag 
E15,5 bestätigten in allen embryonalen Organen einschließlich der Lunge eine 
endothelzellspezifische Expression von Scavidin (Abb. III.1.4). So wiesen Gefäße der 
Niere (III.1.4 A), der Lunge (Abb. III.1.4 B) sowie der Leber (Abb. III.1.4 C) eine 
Expression von Scavidin auf. Gefäße des Neuroepithels (Abb. III.1.4 D) wie auch Gefäße 
lokalisiert um Haarfollikel im Bereich der Schnauze (Abb. III.1.4 E) waren Scavidin 
positiv. Die stärkere Vergrößerung eines Gefäßlumens im Querschnitt zeigt, dass nur die 
innerste Endothelzellschicht eine Expression für Scavidin aufwies, während anliegende 
Perizyten negativ waren (Abb. III.1.4 F).  
Die endothelzellspezifische Expression der Fusionsproteine während der 
Embyonalentwicklung transgener Mäuse wurde durch Doppel-
Immunfluoreszenzfärbungen bestätigt. Hierzu wurden neben dem spezifischen Antikörper 
gegen die Avidindomäne der Fusionsproteine monoklonale Antikörper gegen die 
Endothelzellmarker Flk-1 und PECAM-1 verwendet. Die Überlagerung der Färbungen 
am Beispiel des Darmgewebes Lodavin-transgener Embryonen bzw. des Lungengewebes 
Scavidin-transgener Embryonen bestätigte eine Co-Lokalisation der Fusionproteine 
beider Linien mit den Endothelzellmarkern (Abb. III.1.5). Dabei wurde eine Expression 
von Lodavin in 45-60 % der Flk-1 bzw. PECAM-1 positiven Gefäßen gefunden, während 
in Flk-1-Scavidin transgenen Embryonen die Scavidin Expression in 35-50 % aller Flk-1 
bzw. PECAM-1 positiven Gefäße nachzuweisen war.  
Im Weiteren wurden Organe adulter Tiere beider Linien hinsichtlich der 
Transgenexpression untersucht. In adulten Flk-1-Scavidin transgenen Mäusen wurde 
keine Expression des Transgens nachgewiesen. Die histologischen Untersuchungen von 
Gewebeschnitten der Milz, Niere, Leber, Lunge, Darm, Herz, Thymus und der Ovarien 
mit Uterus fielen negativ aus. Auch in Flk-1-Lodavin transgenen adulten Mäusen waren 
weitgehend alle Gefäße der analysierten Organe negativ. Einzige Ausnahme war das 
Gefäßsystem der Milz. Hier zeigte sich eine Expression des Fusionsproteins vor allem in 
Gefäßen der roten Pulpa, während solche der Milzfollikel negativ waren. Doppel-
Immunfluoreszenzfärbungen mit Antikörpern gegen den Endothelzellmarker Flk-1 und 
gegen die Avidindomäne von Lodavin bestätigten eine Transgenexpression in ca. 70 % 






     
     
     
     
 
Abb. III.1.5 Doppel-Immunfluoreszenzfärbung Flk-1-Lodavin und Flk-1-Scavidin 
transgener Embryonen 
Flk-1-Lodavin (A-F) und Flk-1-Scavidin (G-L) transgene Embryonen wurden präpariert, Gefrierschnitte 
angefertigt und Immunfluoreszenzfärbungen gegen Flk-1 (A, G), PECAM-1 (D, J) sowie gegen die 
Avidindomäne von Lodavin (B, E) und Scavidin (H, K) durchgeführt. A-F. Gefäße des Darms Flk-1-
Lodavin transgener Embryonen zeigten Flk-1 (A) und PECAM-1 (D) Reaktivität. Die Lodavin 
Immunfärbung war mit Gefäßstrukturen assoziiert (B, E). Die Überlagerung der Färbungen zeigte eine Co-
Lokalisation von Lodavin in einem Teil der Flk-1 positiven Gefäße (C). Ebenso konnte Lodavin in einigen 
der PECAM-1 positiven Gefäße lokalisiert werden (F). G-L. Gefäße der Lunge Flk-1-Scavidin transgener 
Embryonen waren Flk-1 (G) und PECAM-1 (J) positiv. Scavidin Reaktivität war mit gefäßartigen 
Strukturen assoziiert (H, K). Die Überlagerung der Färbungen bestätigte, dass Scavidin in einem Teil der 
Flk-1 positiven Gefäße exprimiert wurde (I). Auch wurde eine Co-Lokalisation von Scavidin in einigen der 
PECAM-1-exprimierenden Gefäße gefunden.  






Zusätzlich wurden Bilder mit dem konfokalen Lasermikroskop aufgenommen. Färbungen 
am Querschnitt eines Gefäßes der Milz demonstrierten, dass ausschließlich die innere 
Endothelzellschicht eine Lodavin Expression aufwies und dass das Fusionsprotein an der 
Zelloberfläche lokalisiert war. Die Expression war nicht gerichtet und trat zur luminalen 
wie auch abluminalen Seite der Endothelzelle gleichmäßig auf (Abb. III.1.6 D). Ferner 
wurde die Co-Lokalisation von Lodavin mit dem Endothelzellmarker PECAM-1 bestätigt 
(Abb. III.1.6 F). Nicht alle der PECAM-1 positiven Endothelzellen des Gefäßanschnitts 
wiesen eine Expression des Transgens auf (Pfeil). Die Expression des Fusionsproteins im 
Gefäßsystem der Milz adulter Tiere könnte auf die verwendeten flk-1 genregulatorischen 
Elemente in Kombination mit dem Integrationsort zurückzuführen sein. So zeigten die in 
vorherigen Arbeiten generierten und analysierten Flk-1-LacZ transgenen Mauslinien 
ebenso eine Reportergenexpression in Milzgefäßen adulter Tiere (Kappel et al., 1999).  
 
 
      
         
 
Abb. III.1.6 Doppel-Immunfluoreszenzfärbung der Milz Flk-1-Lodavin transgener 
Mäuse  
Organe Flk-1-Lodavin adulter Tiere wurden präpariert, Gefrierschnitte angefertigt und 
Immunfluoreszenzfärbungen gegen die Avidindomäne von Lodavin (A, D) sowie gegen Flk-1 (B) und 
PECAM-1 (E) durchgeführt. A-C. Lodavin Reaktivität war mit Gefäßstrukturen der roten Pulpa assoziiert 
(A), wie der Vergleich der Flk-1 Expression im Gefäßsystem der Milz zeigte (B). Die Überlagerung der 
Färbungen zeigte eine Co-Lokalisation von Lodavin mit einem Großteil der Flk-1 positiven Gefäße (C). D-
F. Querschnitt durch ein Gefäßlumen der Milz. Die Endothelzellen waren positiv für PECAM-1 (E) und 
zeigten auf der Zelloberfläche eine Lodavin Reaktivität (D). In der konfokalen Fluoreszenzmikroskopie 
wurde eine Überlagerung der Expression von PECAM-1 mit Lodavin bestätigt (F). Nicht alle 
Endothelzellen des Gefäßanschnitts zeigten eine Co-Expression (Pfeilspitze). 




Bereits zuvor wurde in experimentellen Tumormodellen gezeigt, dass die verwendeten 
flk-1 Promoter- und Enhancerelemente nicht nur während der Gefäßneubildung im 
Embryo sondern auch während des Prozesses der Tumorangiogenese aktiv sind 
(Heidenreich et al., 2000). Nach subkutaner Injektion verschiedener syngener 
Tumorzelllinien in Flk-1-LacZ transgene Mäuse wurde eine Reportergenexpression in 
Endothelzellen des Tumorgewebes nachgewiesen. Diese trat unabhängig von der Art des 
Tumors auf. Dementsprechend wurden die in dieser Arbeit generierten und 
charakterisierten Flk-1-Lodavin und Flk-1-Scavidin transgenen Mauslinien hinsichtlich 
ihrer Transgenexpression im Tumorendothel untersucht. BFS-1 Fibrosarkoma Zellen, die 
syngen zum C57/BL6 Hintergrund der transgenen Mäuse sind, wurden 10-16 Wochen 
alten transgenen Mäusen der F2-F4 Generation und Wildtyp Tieren zur Kontrolle subkutan 
transplantiert. Zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach Tumorzellinokulation wurden die 
Tier durch zervikale Dislokation getötet, die Tumoren entnommen, gewogen und 
untersucht. Aus Tumorlysaten an Tag 7 nach Transplantation wurde die RNA isoliert, 
revers transkribiert (RT-Reaktion) und die Transgene Lodavin und Scavidin unter 
Verwendung spezifischer Oligonukleotide amplifiziert (Abb. III.1.7). Zum Vergleich der 
Ergebnisse wurde das Amplifikat des Haushaltgens GAPDH mitgeführt. In 80-90% der 
Tumoren, die sich in transgenen Mäusen entwickelten, konnte die Expression der 
Fusionsproteine nachgewiesen werden. Als Negativkontrolle dienten Lysate von Tumoren 
aus Wildtyp Tieren. 
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Abb. III.1.7 Lodavin und Scavidin Expression in BFS-1 Fibrosarkomen 
Reverse-Transkriptase (RT)-PCR zum Nachweis der Lodavin und Scavidin Expression. BFS-1 
Fibrosarkome wurden subkutan Flk-1-Lodavin (29107), Flk-1-Scavidin (31222) und Wildtyp Tieren (wt) 
injiziert. 7 Tage p.i. wurden die Tumoren präpariert und die RNA isoliert. Eine RT-PCR mit spezifischen 
Oligonukleotiden für den Nachweis von Lodavin (A) und Scavidin (B) wurde durchgeführt (+) und eine 
Kontrolle ohne RT (-) mitgeführt, um Kontaminationen genomischer DNA auszuschließen. Eine PCR von 





Zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach Transplantation wurden Gefrierschnitte des 
Tumorgewebes angefertigt und immunhistochemisch untersucht. Hierbei wurden 
Antikörper gegen die Avidindomäne der Lodavin- und Scavidinproteine verwendet. Zur 
Darstellung der Tumorgefäße wurden an Parallelschnitten Färbungen mit monoklonalen 
Antikörpern gegen die Endothelzellmarker Flk-1 und PECAM-1 durchgeführt. In beiden 
Linien entwickelten sich gut vaskularisierte Tumoren, wie die Färbungen der 
Endothelzellmarker zeigten (Abb. III.1.8 A/B, D/E). Eine gefäßassoziierte Expression 
von Lodavin und Scavidin wurde in 50-65% der analysierten Tumoren bestätigt (Abb. 
III.1.8 C/F) und war vornehmlich in peripheren Bereichen des Tumors lokalisiert. Mit 
fortgeschrittenem Tumorwachstum nahm die Expression der Transgene beider Linien ab. 
Während an Tag 7 nach Transplantation die Expression nur leicht abgeschwächt war, 
wurde diese an Tag 14 nur noch in vereinzelten Gefäßen des Tumorgewebes 
nachgewiesen (Daten nicht gezeigt). Zu keinem der Zeitpunkte, an denen die Tumoren 
histologisch analysiert wurden, konnten hinsichtlich der Ausbildung von Tumorgefäßen, 
deren Dichte oder Morphologie signifikante Unterschiede zu Kontrolltumoren beobachtet 
werden. Um die endothelzellspezifische Expression der Transgene zu bestätigen, wurden 
Doppel-Immunfluoreszenzfärbungen mit Antikörpern gegen die Avidindomäne der 
Fusionsproteine bzw. gegen Flk-1 und PECAM-1 durchgeführt. Die Überlagerung der 
Färbungen zeigte in 10-15% aller Tumorgefäße eine Expression von Lodavin in Co-
Lokalisation mit beiden Endothelzellmarkern (Abb. III.1.8 G-L). Mittels 
Immunfluoreszenzfärbungen war Scavidin nicht nachzuweisen. Eine mögliche Erklärung 
hierfür könnte die schwächere Expression von Scavidin im Vergleich zu Lodavin sein, die 
auf den Integrationsort des Transgens im Genom oder auf Unterschiede der 







     
     
     
     
 
 
Abb. III.1.8 Endothelzellspezifische Lodavin und Scavidin Expression in BFS-1 
Fibrosarkomen 
1,5x106 BFS-1 Fibrosarkome wurden adulten Flk-1-Lodavin (A-C, G-L) und Flk-1-Scavidin (D-E) 
transgenen Tieren subkutan injiziert. 4 Tage p.i. wurden die Tumoren präpariert und Gefrierschnitte 
angefertigt. Immunhistochemische Färbungen (A-F) und Doppel-Immunfluoreszenzfärbungen (G-L) 
wurden gegen Flk-1, PECAM-1 und die Avidindomäne von Lodavin und Scavidin angefertigt. A-C. 
Tumoren aus Flk-1-Lodavin transgenen Tieren zeigten eine spezifische FLk-1 (A) und PECAM-1 (B) 
Färbung der Tumorgefäße und eine gefäßassoziierte Färbung gegen Lodavin (C). D-F. Tumoren aus Flk-1-
Scavidin transgenen Tieren waren gut vaskularisiert, wie anhand der Flk-1 (D) und PECAM-1 (E) Färbung 
gezeigt. Scavidin Reaktivität wurde in einigen Gefäßstrukturen gefunden (F). G-L. Tumoren aus Flk-1-
Lodavin transgenen Tieren zeigten eine spezifische Flk-1 (G) und PECAM-1 (J) Färbung tumoraler Gefäße 
und eine gefäßassoziierte Färbung gegen Lodavin (H, K). Die Überlagerung der Färbungen zeigte, dass 
Lodavin Expression co-lokalisiert in einigen der Flk-1 (I) bzw. PECAM-1 positiven Gefäße auftrat (L).  






Das Gewicht der Tumoren wurde an Tag 7 und Tag 14 nach Tumorzellinokulation 
bestimmt und statistisch ausgewertet. Einen Überblick der ermittelten Daten zu den 
angegeben Zeitpunkten gibt Abb. III.1.9. Jedes Experiment wurde zweimal wiederholt. 
Vergleicht man das mittlere Gewicht der Tumoren an Tag 7 nach 
Tumorzelltransplantation, so war kein signifikanter Unterschied im Tumorwachstum der 
drei Gruppen zu beobachten. Die berechneten Mittelwerte waren für BFS-1 Fibrosarkome 
aus Wildtyp Tieren (50 (±30) mg) oder Flk-1-Scavidin transgenen Tieren (51 (±35) mg) 
in etwa gleich. Tumoren aus Flk-1-Lodavin transgenen Tieren wichen mit einem 
mittleren Gewicht von 62 (±34) mg nicht signifikant von Kontrolltumoren ab. An Tag 14 
nach Tumorzellinokulation war das Tumorwachstum der Flk-1-Lodavin Gruppe im 
Vergleich zu beiden anderen Gruppen signifikant verstärkt (Abb. III.1.9 und Abb. 
III.1.10). Das mittlere Gewicht der Tumoren aus Flk-1-Lodavin transgenen Mäusen lag 
bei 255 (±157) mg im Vergleich zu 100 (± 127) mg der Kontrollgruppe. Damit wiesen 
Tumoren, die im Endothel spezifisch Lodavin exprimierten, durchschnittlich eine ca. 2,5-
fache Gewichtszunahme auf (p<0,01). Das mittlere Gewicht der Tumoren, die in Flk-1-
Scavidin transgenen Tieren heranwuchsen, lag bei 93 (±163) mg und entsprach dem der 
Kontrolltumoren. Eine mögliche Erklärung für diesen signifikanten Unterschied im 
Tumorwachstum könnte die stärkere Expression von Lodavin im Tumorendothel sein. In 
wieweit die Expression von Lodavin zu einer erhöhten lokalen Biotinkonzentration im 





 7 Tage 14 Tage 
Tier n x SD SE n x SD SE 
wildtyp 18 50 30 7 12 100 127 36 
Scavidin 18 51 35 8 12 93 163 29 




Abb. III.1.9 Übersicht der Tumorgewichte [mg] an Tag 7 und 14 p.i. 
1,5x106 BFS-1 Fibrosarkoma Zellen wurden adulten Wildtyp (wt), Flk-1-Scavidin (Scavidin) oder Flk-1-
Lodavin (Lodavin) Tieren subkutan injiziert. 7 und 14 Tage p.i. wurden die Tumoren entnommen und das 
Gewicht [mg] bestimmt. Nach 14 Tagen war eine signifikante Gewichtszunahme der Tumoren aus Flk-1-
Lodavin transgenen Tieren zu erkennen (p < 0,01). (n) Anzahle der Tumoren je Gruppe, (x) Mittelwert der 
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Abb. III.1.10 Wachstum subkutaner BFS-1 Fibrosarkome 14 Tage p.i. 
1,5x106 BFS-1 Fibrosarkoma Zellen wurden adulten Wildtyp (wt), Flk-1-Scavidin (31222) oder Flk-1-
Lodavin (29107) Tieren subkutan injiziert. 14 Tage p.i. wurden die Tumoren entnommen und das Gewicht 
[mg] bestimmt. Deutlich war eine signifikante Gewichtszunahme bei Tumoren aus Flk-1-Lodavin 
transgenen Tieren zu erkennen (p < 0,01). 
 
III.1.1.2 Endothelzellspezifische Expression der Fusionsproteine im Wildtyp Tier 
Im zweiten Ansatz sollte eine spezifische Expression der Fusionsproteine Lodavin und 
Scavidin im Tumorendothel von Wildtyp Mäusen erzielt werden. Dies umfasste die 
Generierung ecotroper Retroviren, die den Gentransfer in vivo vermitteln. Zur Herstellung 
des retroviralen Konstruktes wurde die cDNA von Lodavin aus dem Plasmid pKS-
Lodavin mittels der Restriktionsendonuklease BamHI isoliert und das Fragment in die 
entsprechende Schnittstelle des pLXSN-Vektors (BD Biosciences) kloniert. Mittels der 
Restriktionsendonukleasen XhoI und BamHI wurde die cDNA von Scavidin aus dem 
Plasmid pKS-Scavidin isoliert. Die Ligation des Fragmentes erfolgte in die 
entsprechenden Schnittstellen des retroviralen Plasmids. Die Aktivität der Konstrukte 
pLXSN-Lodavin und pLXSN-Scavidin wurde nach transienter Transfektion der Affen-
Nieren-Zelllinie COS-1 durch eine Immunfluoreszenzfärbung bestätigt (Daten nicht 
gezeigt). 
Zur Generierung Lodavin- bzw. Scavidin-codierender Retroviren wurden die Konstrukte 
in die Verpackungszelllinie GP+E86 transfiziert und anschließend durch Kultivierung in 
Neomycin-haltigem Medium auf stabile Vektorintegration selektioniert. Für jedes 
Konstrukt wurden 35 Klone isoliert, die mit GP+E86/Lodavin #1-35 bzw. 
GP+E86/Scavidin #1-35 benannt wurden.  











                                                                                        










Abb. III.1.11 Analyse virusproduzierender GP+E86/Lodavin und GP+E86/Scavidin 
Zellen 
GP+E86 Zellen wurden mit dem pLXSN-Lodavin bzw. pLXSN-Scavidin Konstrukt transfiziert und zur 
Selektion auf stabile Vektorintegration in Neomycin-haltigem Medium kultiviert. Der Nachweis der 
Lodavin (A) bzw. Scavidin (B) Expression erfolgte durch Immunfluoreszenzfärbung unter Verwendung 
eines spezifischen Antikörpers gegen die Avidindomäne der Fusionsproteine. C. Bestimmung des 
Virustiters in Medienüberständen von GP+E86/Lodavin bzw. GP+E86/Scavidin Zellen durch Infektion von 
NIH 3T3 Zellen. (cfu) „colony forming units“ = koloniebildene Einheiten; Balken: 100 µm 
 
Alle Klone wurden mittels Immunfluoreszenzfärbung unter Verwendung eines 
spezifischen Antikörpers gegen die Avidindomäne beider Fusionsproteine untersucht. In 
ungefähr 50% der selektionierten Klone wurde eine Expression von Lodavin bzw. 
Scavidin nachgewiesen (Abb. III.1.11 A/B). Da im Folgenden die Klone für in vivo 
Versuche verwendet wurden, wurde deren Virustiter durch Infektion der Zielzelllinie NIH 
3T3 bestimmt. Der GP+E86/Lodavin Klon mit der Nummer 18 wies den höchsten 
Virustiter auf (Abb. III.1.11 C). Es wurden ca. 3x106 infektiöse Viruspartikel pro 
Milliliter Zellkulturüberstand bestimmt. Da der Virustiter für die GP+E86/Scavidin Klone 
deutlich niedriger war und zudem publiziert wurde, dass die Prozessierungs- und 
Bindungseigenschaften von Lodavin denen von Scavidin überlegen sind (Lehtolainen et 
al., 2002; 2003), wurden die in vivo Versuche experimenteller Tumoren ausschließlich 
mit dem GP+E86/Lodavin Klon #18 durchgeführt.  
Die virusproduzierenden GP+E86/Lodavin Zellen wurden zu gleichen Teilen mit BFS-1 
Fibrosarkoma Zellen gemischt und adulten Wildtyp Mäusen subkutan injiziert. Um 
auszuschließen, dass das Tumorwachstum durch das retrovirale Expressionsplasmid 
ausgelöste unspezifische Reaktionen beeinflusst wird, wurden Negativkontrollen 
Zellen Klonnummer cfu/ml 
GP+E86/Lodavin 18 2,95 x 106 
GP+E86/Lodavin 27 1,03 x 106 
GP+E86/Scavidin 21 1,06 x 106 





subkutane Co-Injektion der BFS-1 und GP+E86 Zellen 
(je 1,5x106/50µl/Injektion)  
Entnahme des Tumorgewebes 
7 und/oder 14 Tage post Injektion 
Bestimmung des Tumorgewichts 
immunhistochemische Analyse an Gefrierschnitten  
und/oder RT-PCR von Lysaten des Tumorgewebes 
mitgeführt. Hierzu wurden BFS-1 und GP+E86 Zellen, die stabil den pLXSN Leervektor 
integriert hatten (GP+E86/empty) und über einen vergleichbaren Virustiter verfügten, co-
injiziert. Nach 14 Tagen wurden die Tiere durch zervikale Dislokation getötet, die 
Tumoren entnommen, gewogen und immunhistochemisch ausgewertet. Eine Übersicht 
des Versuchsablaufs gibt Abb. III.1.12. Zur Darstellung Lodavin positiver Strukturen 
wurde ein Antikörper gegen die Avidindomäne verwendet. Um Gefäße im Tumorgewebe 
darzustellen, wurden an Parallelschnitten monoklonale Antikörper gegen die 
Endothelzellmarker PECAM-1 und Flk-1 eingesetzt. Es entwickelten sich gut 
vaskularisierte Tumoren (Abb. III.1.13. A/B). In ca. 90% aller analysierten Tumoren 
wurde eine Expression von Lodavin in gefäßähnlichen Strukturen nachgewiesen, die sich 

























     
     
     
    




Abb. III.1.13 Endothelzellspezifische Lodavin Expression nach Co-Injektion von 
BFS-1 und GP+E86/Lodavin Zellen  
1,5x106 BFS-1 Zellen wurden mit gleicher Anzahl GP+E86/Lodavin Zellen adulten Wildtyp Mäusen 
subkutan co-injiziert. 14 Tage p.i. wurden die Tumoren präpariert und Gefrierschnitte angefertigt. 
Immunhistochemische Färbungen (A-C) und Doppel-Immunfluoreszenzfärbungen (D-I) wurden gegen Flk-
1, PECAM-1 und die Avidindomäne von Lodavin angefertigt. A-C. Die Tumoren waren gut vaskularisiert, 
wie anhand der Flk-1 (A) und PECAM-1 (B) Färbung zu sehen. Zudem zeigte sich Lodavin Reaktivität in 
gefäßähnlichen Strukturen (C). D-I. Die Tumoren zeigten eine spezifische Flk-1 (D) und PECAM-1 (G) 
Färbung tumoraler Gefäße und eine gefäßassoziierte Expression von Lodavin (E, H). Die Überlagerung der 
Färbungen zeigte, dass Lodavin exklusiv co-lokalisiert in einigen der Flk-1 (F) bzw. PECAM-1 (I) 
positiven Gefäße auftrat. J. Western Blot Analyse. NIH 3T3 und BFS-1 Zellen wurden mit viralen 
Überständen der GP+E86/Lodavin (+) oder GP+E86/empty Zellen (-) inkubiert. Zwei Tage nach Infektion 
wurden aus den Zellen Proteinlysate hergestellt. Diese wurden mittels 12%iger SDS-Page aufgetrennt und 
anschließend auf einer Nitrozellulose Membran immobilisiert. Zur Detektion des Fusionsproteins wurde ein 
Antikörper gegen die Avidindomäne verwendet. Infizierte NIH 3T3 (+) sowie GP+E86/Lodavin (+) zeigten 
ein spezifisches Signal mit einer molekularen Masse von 65 kDa. 




Um zu bestätigen, dass es sich bei den Lodavin positiven Strukturen um Blutgefäße 
handelt, wurden Doppel-Immunfluoreszenzfärbungen durchgeführt. In 10-15% aller 
Tumorgefäße wurde eine Co-Lokalisation der beiden Endothelzellmarker Flk-1 und 
PECAM-1 mit Lodavin beobachtet (Abb. III.1.13 D-I). Zusätzlich wurde in vitro mittels 
Western Blot Analyse bestätigt, dass BFS-1 Zellen im Gegensatz zu NIH 3T3 Zellen ein 
mittels retroviraler Infektion eingebrachtes Gen nicht exprimieren können. Das im 
Zellkulturüberstand von GP+E86 Zellen angesammelte Retrovirus ist aktiv und vermag 
die Zelllinie NIH 3T3 zu infizieren, die danach das heterologe Gen Lodavin exprimierte. 
BFS-1 Zellen hingegen zeigten nach Infektion keine Expression von Lodavin (Abb. 
III.1.13 J). Damit wurde erstmals gezeigt, dass der retrovirale Gentransfer während des 
Tumorwachstums von BFS-1 Fibrosarkomen ausschließlich zu einer 
endothelzellspezifischen Expression des heterologen Gens Lodavin führt. Die 
Tumorzellen dieses Systems sind nicht infizierbar bzw. sie sind nicht fähig, das 
eingebrachte Gen zu exprimieren.  
Die statistische Auswertung der Tumorgewichte an Tag 14 nach Transplantation zeigte 
eine signifikante Zunahme des Tumorwachstums durch die Expression von Lodavin im 
tumoralen Gefäßsystem (Abb. III.1.14). Tumoren, die Lodavin endothelzellspezifisch 
exprimierten, lagen mit einem mittleren Gewicht von 275 (±114) mg um das 2,5-fache 
über dem von Kontrolltumoren (108 (±70) mg). Histologische Vergleiche der Tumoren 
beider Gruppen wiesen keine Unterschiede hinsichtlich Gewebemorphologie, 
Gefäßausbildung oder deren Dichte aus, die in Zusammenhang mit der Zunahme des 
Tumorgewichts und auch des Volumens (Daten nicht gezeigt) stehen könnten. Diese 
Daten sind übereinstimmend mit den Ergebnissen aus transgenen Mäusen (siehe Abb. 
III.1.9 und III.1.10). In beiden Modellen führte die endothelzellspezifische Expression 
von Lodavin während des Wachstums von BFS-1 Fibrosarkomen zu einem signifikanten 




































Abb. III.1.14 Wachstum subkutaner BFS-1 Fibrosarkome 14 Tage p.i. 
1,5x106 BFS-1 Fibrosarkoma Zellen wurden mit der gleichen Anzahl virusproduzierender GP+E86/empty 
oder GP+E86/Lodavin Zellen adulten Wildtyp Tieren subkutan injiziert. 14 Tage p.i. wurden die Tumoren 
entnommen und das Gewicht [mg] bestimmt. Deutlich war eine signifikante Gewichtszunahme der 
Tumoren zu erkennen, die Lodavin exprimieren (p < 0,0001). 
 
III.1.2 Tumorzellspezifische Expression von Lodavin und Scavidin im Wildtyp Tier 
Die tumorzellspezifische Expression von Lodavin und Scavidin erforderte die Etablierung 
stabil transfizierter BFS-1 Fibrosarkoma Zellklone. Zusätzlich sollte sich die Expression 
der Fusionsproteine durch Gabe eines Induktors regulieren lassen, wozu eine modifizierte 
Version des Tet-On Systems gewählt wurde (Abb. II.2).  
Zur Generierung des Konstrukts prtTA-Lodavin wurde die cDNA von Lodavin mittels 
der Restriktionsendonuklease BamHI aus dem Plasmid pKS-Lodavin geschnitten. Das 
Plasmid prtTA (von H. Drexler zur Verfügung gestellt) wurde mittels des 
Restriktionsenzyms EcoRI linearisert. Die 5’Überhänge des Fragments und des 
linearisierten Vektors wurden mittels Klenow-Fragment der bakteriellen DNA-
Polymerase I konvertiert und anschließend ligiert. Die codierende Sequenz für Scavidin 
wurde mittels der Restriktionsenzyme SmaI/HincII isoliert und schließlich in die 
konvertierte EcoRI-Schnittstelle des prtTA Plasmids ligiert. Die Aktivität der klonierten 
Plasmide prtTA-Lodavin und prtTA-Scavidin wurden durch transiente Transfektion in die 
Affen-Nieren-Zelllinien COS-1 und anschließende Immunfluoreszenzfärbung bestätigt 




Zur Generierung der Klone erfolgte nach Transfektion der Fibrosarkoma Zelllinie BFS-1 
die Selektion auf stabile Vektorintegration in Puromycin-haltigem Wachstumsmedium. 
Für die Plasmide prtTA-Lodavin und prtTA-Scavidin wurden je 85-100 Klone 
selektioniert. Die Expressionsanalyse erfolgte mittels Immunfluoreszenzfärbung unter 
Verwendung eines spezifischen Antikörpers gegen die Avidindomäne beider 
Fusionproteine. Hierzu wurden die Klone zwei Tage vor der Färbung in Doxyzyklin-
haltigem Medium kultiviert (2 µg/ml). Ungefähr 60 % der selektionierten Klone wiesen 
eine Induktion der Expression von Lodavin bzw. Scavidin in Gegenwart von Dox auf. 
Um zu bestätigen, dass die Expression regulierbar war, wurden die positiven Klone ohne 
Zugabe des Induktors kultiviert und erneut analysiert. Hierbei wurde beobachtet, dass ca. 
85 % der Klone eine Hintergrundexpression aufwiesen. Von allen selektionierten Klonen 
wurden schließlich zwei ermittelt, nämlich BFS-1/Lodavin#21 und BFS-1/Scavidin#39, 
die zur regulierbaren Expression der Fusionsproteine in Abhängigkeit des Induktors 
Doxyzyklin fähig waren (Abb. III.1.15). 
 
     
 
   
   
 
Abb. III.1.15 Tumorzellspezifische Expression von Lodavin und Scavidin in vitro 
BFS-1 Fibrosarkoma Zellen wurden mit dem prtTA-Lodavin bzw. prtTA-Scavidin Konstrukt transfiziert 
und zur Selektion auf stabile Vektorintegration in Puromycin-haltigem Medium kultiviert. Zur regulierten 
Expression wurden die Zellen in 2 µg/ml Doxyzyklin-haltigem (+Dox) oder Doxyzyklin-freiem (-Dox) 
Medium kultiviert. Der Nachweis der Lodavin (A/B) bzw. Scavidin (C/D) Expression erfolgte durch 
Immunfluoreszenzfärbung mittels eines spezifischen Antikörpers gegen die Avidindomäne beider 
Fusionsproteine. 




Im Folgenden sollte die regulierbare Expression der Gene Lodavin und Scavidin in vivo 
analysiert werden. Für die experimentellen Tumorversuche wurden adulte, 10-16 Wochen 
alte Wildtyp Tiere verwendet. Nicht-transfizierte BFS-1 Zellen wurden in zwei 
Kontrollgruppen (Gruppe I und II), Zellen der Klone BFS-1/Lodavin#21 bzw. BFS-
1/Scavidin#39 in jeweils zwei Testgruppen (Gruppe III und IV) von Versuchstieren 
subkutan transplantiert. Je eine Kontroll- und eine Testgruppe (Gruppe II und IV) erhielt 
über einen Zeitraum von 14 Tagen Trinkwasser mit 100 µg/ml Dox. Tiere der Gruppen I 
und III bekamen zur Kontrolle Wasser ohne Zugabe von Dox. Eine Übersicht des 
Versuchsablaufs zeigt Abb. III.1.16. Nach 14 Tagen wurden die Tiere mittels zervikaler 
Dislokation getötet, die Tumoren entnommen, gewogen und das Gewebe 
immunhistochemisch analysiert. Hierzu wurde ein spezifischer Antikörper gegen die 
Avidindomäne der Fusionsproteine sowie zur Darstellung von Gefäßen ein monoklonaler 
Antikörper gegen den Endothelzellmarker PECAM-1 verwendet. Die Auswertung der 
BFS-1/Lodavin#21 Tumoren erbrachte, dass die tumorzellspezifische Expression von 
Lodavin durch Gabe von Dox in vivo nicht reguliert auftrat. Unabhängig vom Induktor 
wurde eine Expression des Fusionsproteins im Tumorgewebe der Fibrosarkome 
beobachtet (Daten nicht gezeigt). Analysen der Tumoren des Klons BFS-1/Scavidin#39 













Abb. III.1.16 Fließschema des Versuchablaufs 
(-Dox) Trinkwasser, (+Dox) 100 µg/ml Doxyzyklin. (I), (II), (III), (IV) vereinfachte Bezeichnung der 
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Abb. III.1.17 Tumorzellspezifische Expression von Scavidin in vivo 
1,5x106 BFS-1/Scavidin Fibrosarkoma Zellen des Klons #39 wurden adulten Wildtyp Mäusen subkutan 
injiziert. Zur regulierten Expression des Fusionsproteins erhielten die Tiere 100 µg/ml Doxyzyklin (A-C; 
Gruppe IV) bzw. normales Trinkwasser (D-F; Gruppe III). 14 Tage p.i. wurden die Tumoren entnommen 
und Gefrierschnitte angefertigt. Doppel-Immunfluoreszenzfärbungen gegen PECAM-1 und die 
Avidindomäne von Scavidin wurden angefertigt. Die Tumoren waren gut vaskularisiert, wie anhand der 
PECAM-1 Färbungen gezeigt (A/D). Scavidin Reaktivität wurde in Tumorzellen gefunden und trat 
ausschließlich in Gegenwart des Induktors Doxyzyklin auf (B). Die Überlagerung der Färbungen bestätigte 
die Expression von Lodavin in Tumorzellen, während Gefäße keine Reaktivität aufwiesen (C). Es wurde 
keine unspezifische Hintergrundexpression ohne Gabe von Doxyzyklin beobachtet (D/E).  
Balken: 100 µm 
 
Fibrosarkome der Gruppen III und IV waren unabhängig von der Gabe des Induktors 
gleichmäßig vaskularisiert, wie die Färbung von PECAM-1 zeigte (Abb. III.1.17 A/D). 
Tumoren der Gruppe IV zeigten eine Expression von Scavidin, die nicht gefäßassoziiert 
auftrat (Abb. III.1.17 B/C). In Abwesenheit des Induktors (Gruppe III) wurde keine 
Hintergrundexpression beobachtet (Abb. III.1.17 E). Morphologische Unterschiede im 
Tumorgewebe der Gruppen I-IV wurden nicht festgestellt. So war die Ausbildung von 
Nekrosen, Tumorgefäßen sowie deren Dichte und Struktur vergleichbar.  
Die statistische Auswertung der Tumorgewichte zeigte, dass die regulierte 
tumorzellspezifische Expression von Scavidin zu einem signifikanten Anstieg des 
Tumorgewichts führte (Abb. III.1.18). So lag das mittlere Gewicht der Fibrosarkome aus 
Gruppe IV signifikant über dem der Gruppe III (p<0,05). Zudem wurde beobachtet, dass 
Tumoren aus Transfektanten (Gruppe III, IV) unabhängig von der Expression des 





















Abb. III.1.18 Übersicht der Tumorgewichte [mg] an Tag 14 p.i.  
1,5x106 BFS-1 bzw. BFS-1/Scavidin Zellen wurden adulten Wildtyp Tieren subkutan injiziert. Zur 
regulierten Expression des Fusionsproteins erhielten die Tiere 100 µg/ml Doxyzyklin (Gruppe II und IV) 
bzw. normales Trinkwasser (Gruppe I und III). 14 Tage post Injektion wurden die Tumoren entnommen 
und das Gewicht [mg] bestimmt. Die Expression von Scavidin führte zu einer signifikanten Zunahme des 
Tumorgewichts (Gruppe III und IV, p<0,05). Transfektanten (BFS-1/Scavidin) waren im Vergleich zu 
Kontrolltumoren (BFS-1) signifikant wachtumsgesteigert. Zudem beeinflusste Doxyzyklin signifikant das 
Wachstum von Kontrolltumoren (Gruppe I und II, p<0,005). (Dox) Doxyzyklin, (n) Anzahl der Tumoren je 
Gruppe, (SD) Standardabweichung, (SE) Standardfehler, (x) Mittelwert der Gewichte 
 
aufwiesen, die mit einer signifikanten Zunahme des Gewichts einher ging (I:III p<0,01; 
II:IV p<0,05). Darüber hinaus wurde festgestellt, dass allein die Verabreichung von 
Doxyzyklin Einfluss auf das Tumorwachstum nahm. So wiesen Kontrolltumoren der 
Gruppe II im Vergleich zu denen aus Gruppe I eine signifikante Zunahme des mittleren 
Gewichtes auf (p<0,005). 
Um den Einfluss von Doxyzyklin auf das Wachstumsverhalten von Zellen zu analysieren, 
wurde ein Proliferationstests in vitro durchgeführt (Abb. III.1.19). Hierzu wurde eine 
definierte Anzahl Wildtyp Zellen (Gruppe I und II) sowie Zellen des BFS-1/Scavidin 
Klons #39 (Gruppe III und IV) ausplattiert. Die Kultivierung erfolgte für 3 Tage unter 
Zugabe (Gruppe II und IV) und ohne Zugabe von Dox (Gruppe I und III). Die Zellzahl 
wurde anschließend bestimmt und statistisch ausgewertet. Transfektanten wiesen 
unabhängig von der Expression des Fusionsproteins und damit unabhängig von Dox 
dasselbe Wachstum auf(Gruppe III und IV). Gleiches konnte bei der Kultivierung von 
Wildtyp Zellen beobachtet werden (Gruppe I und II). In vitro konnte somit kein Einfluss 
von Dox auf das Proliferationverhalten der Zellen bestätigt werden. Darüber hinaus zeigte 
sich ein inhibiertes Wachstum der Transfektanten im Vergleich zu Wildtyp BFS-1 Zellen  
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Abb. III.1.19 In vitro Proliferationstest 
104 BFS-1 bzw. BFS-1/Scavidin Zellen des Klons #39 wurden ausplattiert. Zur regulierten Expression des 
Fusionsproteins wurden die Zellen in Gegenwart von 2 µg/ml Doxyzyklin (Gruppe II und IV) bzw. ohne die 
Zugabe von Doxyzyklin (Gruppe I und III) kultiviert. Nach 3 Tagen wurde die Zellzahl bestimmt. Die 
Expression von Scavidin beeinflusste das Zellwachstum nicht (Gruppe III und IV). Transfektanten (Gruppe 
III und IV) waren im Vergleich zu Kontrollzellen (Gruppe I und II) signifikant proliferationsgehemmt 
(p<0,0001). Die Zugabe von Dox hatte keinen Einfluss auf das Proliferationsverhalten von BFS-1 und BFS-
1/Scavidin Zellen. (Dox) Doxyzyklin, (n) Anzahl der Werte je Gruppe, (SD) Standardabweichung, (SE) 
Standardfehler, (x) Mittelwert der Zellzahl innerhalb einer Gruppe 
 
(p<0,0001). Zusätzlich wurde der Einfluss von Biotin auf den Proliferationindex 
analysiert. Die Zugabe von 4 ng/ml Biotin, welches der physiologischen Konzentration 
im Serum entspricht, führte zu keiner Veränderungen im Wachstumsverhalten kultivierter 
Zellen (Daten nicht gezeigt). Diese in vitro Daten sprechen dafür, dass das gesteigerte 
Wachstum der Scavidin-exprimierenden Tumoren im Tiermodell auf das Mikroumfeld 
des Tumors zurückzuführen sein könnte.  
 
III.1.3 In vivo Bindungsstudien systemisch applizierter biotinylierter Liganden 
Im Folgenden sollten die Fusionsproteine auf ihre Bindungsfähigkeit zur spezifischen 
Akkumulierung biotinylierter Liganden zu therapeutischen und/oder diagnostischen 
Zwecken untersucht werden. Hierzu war zu Beginn dieser Arbeit geplant, dass Ark 
Therapeutics, London, sowie die Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Seppo Ylä-Herttuala am 
I.A. Virtanen Institut der Universität Kuopio, Finnland, biotinylierte Chemotherapeutika 
bzw. Radionuklide generieren, um sie an den drei in der vorliegenden Arbeit etablierten 
in vivo Modellen zu testen. Da es den Kooperationspartnern bislang nicht möglich ist, ein 
funktionales biotinyliertes Agens herzustellen, wurden die ersten Studien mit 
biotinylierten Modellliganden durchgeführt. Basierend auf den Bindungseigenschaften 
von Lodavin und der starken Expression dieses Fusionsproteins in ca. 70% aller Gefäße 
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intravenöse Injektion eines  
biotinylierten Liganden in die Schwanzvene 
Organentnahme und immunhistochemische  
Analyse an Gefrierschnitten 
Perfusion mit PBS durch linken Herzventrikel 
15 min, 6 oder 24 h post Injektion 
der Milz adulter Flk-1-Lodavin transgener Mäuse, wurden die Versuche an Tieren dieser 
Linie und ohne Transplantation eines Tumors durchgeführt. Zudem demonstrierten die 
Aufnahmen konfokaler Mikroskopie, dass Lodavin auf der Oberfläche der Endothelzelle 
lokalisiert war und gleichermaßen zur luminalen wie abluminalen Seite innerhalb des 
Gefäßes exprimiert wurde (Abb. III.1.6 D-E). Die Versuche wurden an adulten 
transgenen Tieren der F2-F4 Generation durchgeführt (Abb. III.1.20). Als 
Negativkontrolle dienten Wildtyp Tiere des gleichen Alters und Geschlechts. Der 
biotinylierte Ligand wurde systemisch durch intravenöse Injektion in eine der 
Schwanzvenen appliziert und dessen Verteilung im Körper durch Untersuchungen der 
Milz, Leber, Niere und Lunge analysiert. Einen Überblick der verabreichten Liganden, 
das Zeitintervall der Perfusion nach dessen intravenöser Applikation und die sich 



























Die Lokalisierung des applizierten biotinylierten Fluorescein durch direkte Untersuchung 
der Organschnitte im Fluoreszenzmikroskop erbrachte keine auswertbaren Ergebnisse. 
Der Ligand wurde in keinem der analysierten Organe wieder gefunden. Darüber hinaus 
wiesen die untersuchten Gewebe eine geringe Autofluoreszenz auf, was die Analyse 
zusätzlich erschwerte. Auch biotinylierte HRP wurde in keinem der untersuchten Organe 
nachgewiesen. Weder der indirekte Nachweis durch Verwendung eines monoklonalen 
Antikörpers gegen HRP, noch eine durch das Enzym HRP hervorgerufene Farbreaktion 
führten zur Detektion des Liganden. Durch fluoreszenzmikroskopische Untersuchung der 
Schnitte nach systemischer Verabreichung biotinylierter Fluorospheres wurden diese im 
Gefäßsystem detektiert. Fluorospheres von 4 µm Durchmesser akkumulierten trotz 
Perfusion speziell im Gefäßsystem der Milz, wurden aber auch in der Milz von 
Kontrolltieren gefunden. Quantitative Unterschiede waren nicht ersichtlich, so dass diese 
Befunde nicht mit der Expression von Lodavin in Zusammenhang standen. Eine mögliche 
Erklärung könnte die physiologische Funktion der Milz bei der Blutmauserung sein. Die 
Größe der verwendeten Fluorospheres entspricht in etwa der rigider Erythrozyten, was 
zur Ansammlung des Liganden im Gefäßsystem der Milz führten könnte. Analysen der 
Gewebeschnitte nach Applikation der beiden kleineren Fluorospheres mit einer Größe 
von 1 bzw. 0,04 µm zeigten, dass diese von metabolisierenden Organen wie Milz und 
Leber abgefangen wurden. In Niere und Lunge wurden die Liganden nur vereinzelt 
beobachtet. Die verwendeten Fluorospheres scheinen durch ihre Oberflächenstruktur und 
Ladung nicht inert zu sein und werden möglicherweise unspezifisch vom 
retikuloendothelialen System dieser Organe gebunden und phagozytiert. Somit wurden 
auch in diesem Versuchsansatz keine quantifizierbaren Unterschiede in der Verteilung der 
Liganden zwischen Transgenen- und Kontrolltieren gefunden.  
Nach Applikation des biotinylierten Kaninchen-Immunglobulins (b-rbIgG) wurden 
Doppel-Immunfluoreszenzfärbungen an Gewebeschnitten durchgeführt (Abb. III.I.21). 
Hierzu wurde ein Antikörper gegen die Avidindomäne von Lodavin sowie ein 
monoklonaler anti-Kaninchen-Antikörper verwendet. Die Färbungen demonstrierten die 
Expression von Lodavin in Gefäßen der roten Pulpa (Abb. III.1.21 A) sowie die 
Lokalisation des applizierten Liganden in der Milz (Abb. III.1.21 B). Die Überlagerung 
der beiden Färbungen bestätigte, dass b-rbIgG ausschließlich in Co-Lokalisation mit dem 
Fusionsprotein Lodavin zu finden war (Abb. III.1.21 C). Unspezifische Bindungen im 
Gefäßsystem anderer Organe oder der Milz von Wildtyp Tieren wurden nur vereinzelt 





     
 
Abb. III.1.21 Spezifische Bindung eines biotinylierten Liganden in vivo  
Adulten Flk-1-Lodavin transgenen Mäusen wurde biotinylierter Kaninchen Antikörper (rb-IgG) intravenös 
injiziert. 15 min p.i. wurden die Mäuse mit PBS- perfundiert, die Milz entnommen und Gefrierschnitte 
angefertigt. Doppel-Immunfluoreszenzfärbungen wurden gegen Lodavin und den biotinylierten rb-IgG 
durchgeführt. A. Gefäße der Milz zeigten eine Reaktivität gegen Lodavin. B. Der biotinylierte rb-IgG 
wurde gefäßassoziiert detektiert. C. Die Überlagerung der Färbung zeigte, dass der Ligand ausschließlich in 
Co-Lokalisation mit Lodavin in Endothelien der Milzgefäße zu finden war. Eine unspezifische Bindung 
wurde nur vereinzelt beobachtet.  
Balken: 50µm 
 
Wurde die Perfusion 6 oder 24 Stunden nach i.v. Injektion des Liganden durchgeführt, so 
konnte der applizierte b-rbIgG nicht detektiert werden. Die Bindungsstudien bestätigten 
die Funktionalität des Lodavin-Systems in vivo. Die systemische Verabreichung eines 
biotinylierten Modellliganden, hier des biotinylierten Kaninchen-Antikörpers, führte zu 
einer spezifischen Bindung an das Fusionsprotein und damit zu einer Akkumulierung im 
Lodavin-exprimierenden Gewebe. Dennoch wird deutlich, dass trotz der hohen 
Bindungsaffinität von Biotin zu Avidin das System stark von der Struktur, Größe und 
chemischen Zusammensetzung des verabreichten Liganden abhängig ist. In 
Zusammenarbeit mit Ark Therapeutics, London und der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. S. 
Ylä-Herttuala, Kuopio, Finnland, sollte die Generierung und das systematische Austesten 
geeigneter Liganden sowie therapeutischer und/oder diagnostischer Konjugate Aufgabe 






III.2 Einfluss dominant-negativer Transkriptionsfaktoren auf die 
Tumorangiogenese 
 
III.2.1 Dominant-negatives Ets-1 
Ets-1 gehört zur großen Familie der Ets-Transkriptionsfaktoren und ist maßgeblich an der 
transkriptionellen Regulation einer Vielzahl angiogeneserelevanter Gene beteiligt. In vivo 
ist die Expression von Ets-1 assoziiert mit der Aktivierung von Endothelzellen. Sie tritt in 
adulten, ruhenden Endothelzellen nicht auf, wird aber während der Vaskularisierung von 
Tumoren in Endothelzellen und vaskulären Muskelzellen sowie in Fibrozyten des 
Tumorstromas transient reaktiviert (Bolon et al., 1995; 1996; Wernert et al., 1992; 2002). 
Vorangegangene Arbeiten zeigten, dass die Überexpression von Ets-1 in Endothelzellen 
zu einem angiogenen, invasiven Phänotyp führte, der eine erhöhte Expression diverser 
Matrix-Metalloproteinasen aufwies (Oda et al., 1999). Die Hemmung Ets-1-abhängiger 
Signalwege durch antisense Oligodesoxyribonukleotide oder durch Überexpression 
verschiedener Ets-1-Deletionsmutanten führte hingegen in unterschiedlichen Modellen 
zur Inhibierung der in vitro und physiologischen in vivo Angiogenese (Delannoy-
Courdent et al., 1998; Mattot et al., 2000; Nakano et al., 2000; Pourtier-Manzanedo et al., 
2003). In der vorliegenden Arbeit sollten Ets-1 Signalwege während des 
Tumorwachstums durch retrovirale Überexpression einer Deletionsmutante blockiert 
werden. Die Auswirkung auf die pathophysiologische Vaskularisierung und die 
Tumorprogression sollte untersucht und als mögliches anti-angiogenes Modell für die 
Tumortherapie analysiert werden. 
Bereits in vorangegangenen Arbeiten wurde eine Deletionsmutante des 
Transkriptionsfaktors Ets-1 hergestellt (Delannoy-Courdent et al., 1998; Abb. III.2.1 A). 
Dabei wurden die Transaktivierungsdomäne (TAD), die α-helikale Domäne für die 
Interaktion mit anderen Proteinen (PNT) und die größten Anteile des 
Autoinhibitionsmoduls (ID) deletiert. Die resultierende cDNA (311 bp) wurde als 
dominant-negatives Ets-1 (dnEts-1) bezeichnet und codierte für die Aminosäuren 306-
423. Somit verfügt dnEts-1 über die gesamte DNA-Bindungsdomäne (ETS) und eine 
Kernlokalisationssequenz. Wird die Mutante im Überschuss exprimiert, so konkurriert 
diese mit endogenen Ets-Faktoren um die Bindung an die Konsensussequenz (EBS). 
Durch Deletion des größten Anteils des Autoinhibitionsmoduls ist sie zur Bindung an die 
DNA begünstigt, bewirkt jedoch eine Blockierung des Promotors ohne Transaktivierung 




unterscheiden zu können, wurde die Mutante mit einer spezifischen Erkennungssequenz 
versehen. Diese Sequenz codiert für das 8 Aminosäuren lange Signalepitop „FLAG“, 
gegen das spezifische monoklonale Antikörper kommerziell erhältlich sind. Die 
codierende Sequenz für dnEts-1 wurde mittels der Oligonukleotide mEts-1 FW1 und 
dnEt-1+Flag REV aus dem Plasmid pMFG-DBC (Mattot et al., 2000) amplifiziert. Dabei 
binden die ersten 22 Basenpaare des 3’-Oligonukleotides innerhalb der Ets-1 codierenden 
Sequenz während die übrigen 37 Basen für das carboxyterminale Signalepitop codieren 
und dabei ein überhängendes Ende bilden. Das 5’-Oligonukleotid verfügt über eine XhoI-
Schnittstelle. Das amplifizierte und aufgereinigte PCR-Produkt wurde anschließend mit 
dem Restriktionsenzym XhoI geschnitten und in die XhoI/EcoRV-Schnittstelle des 
Vektors pKSII(+) subkloniert. Nach sequenzanalytischer Kontrolle des pKS-dnEts-1 
wurde aus diesem die cDNA für dnEts-1-FLAG mittels der Restriktionsendonukleasen 
XhoI/BamHI isoliert und zur Generierung des retroviralen Konstruktes in die 
entsprechenden Schnittstellen des pLXSN-Vektors kloniert. Die Aktivität des Konstruktes 
pLXSN-dnEts-1 wurde durch transiente Transfektion der Affen-Nieren-Epithelzelllinie 
COS-1 bestätigt. Hierzu wurden die Zellen zwei Tage nach Transfektion unter 
Verwendung eines spezifischen Antikörpers gegen das Signalepitop 
immunfluoreszenzmikroskopisch ausgewertet. Deutlich ist die nukleäre Lokalisation der 
Deletionsmutante zu erkennen (Abb. III.2.1 B). 
Um zunächst in vitro den Einfluss der Deletionsmutante auf die Aktivität eines Ets-1 
induzierbaren Promotors zu analysieren, wurden Luziferase-Reportergen-Analysen 
durchgeführt. Hierzu wurde dnEts-1 unter der Kontrolle der retroviralen 5’LTR in der 
immortalisierten humanen Endothelzelllinie HUE und in der humanen embryonalen 
Nierenzelllinie A293 überexprimiert. Das Reporter-Plasmid pFlk-1-Luc (Kappel et al., 
1999), bei dem die Expression des Reportergens Luziferase (Luc) vom murinen flk-1 
Promotor reguliert wird, wurde co-transfiziert. Dieser Promotor enthält sechs putative 
Bindungsstellen für Ets-1 (EBS1-EBS6), von denen zwei (EBS3 und EBS6) funktional 
und maßgebliche an der Regulation des flk-1 Promotors in vitro beteiligt sind (Kappel et 
al., 1999). Die Zellen wurden 24-48 Stunden nach der Transfektion lysiert und die 
Luziferase-Aktivität luminometrisch bestimmt. Die basale Aktivität des verwendeten Flk-
1-Promotors wurde gleich 1 gesetzt, so dass alle weiteren Werte relativ zu diesem 
Basalwert dargestellt wurden. In den transfizierten HUE Zellen wurde die basale Aktivität 
















Abb. III.2.1 Struktur und Funktion der Deletionsmutante dnEts-1 in vitro 
A. Domänenstruktur von Ets-1 und dnEts-1. Das Helix-Schleife-Helix Motiv (PNT), die 
Transaktivierungsdomäne (TAD) und Teile des Autoinhibitionsmoduls (ID) wurden in dnEts-1 deletiert, 
während die Domäne zur Bindung an die DNA (ETS) erhalten blieb. B. Lokalisation von dnEts-1 in COS-1 
Zellen. Die Zellen wurden mit dem retroviralen Konstrukt transient transfiziert und eine 
Immunfluoreszenzfärbung gegen das FLAG Epitop durchgeführt. DnEts-1 war ausschließlich im Zellkern 
lokalisiert. C./D. Luziferase-Reportergen-Experimente. Flk-1 Promotor-Luziferase wurde in HUE (C) und 
A293 Zellen (D) transfiziert. Durch Expression von Ets-1 wurde der flk-1 Promotor stimuliert, durch Co-
Expression von dnEts-1 wurde die Stimulierung inhibiert.  
Balken: 20 µm, *p < 0,05; **p < 0,01 
 
Die Transfektion von pCMV-Ets-1 stimulierte die Aktivität des Promotors um das 6-
fache. Durch Co-Transfektion gleicher Mengen von pLXSN-dnEts-1 und pCMV-Ets-1 
wurde die Ets-1 abhängige Stimulation signifikant reduziert, nämlich um 44 % (p<0,05). 
Eine vollständige Reduzierung auf basales Level konnte selbst durch einen Überschuss 
von pLXSN-dnEts-1nicht erreicht werden. Die Ets-1 induzierte Stimulierung wurde 
maximal um 57% reduziert. Auch in der zweiten verwendeten Zelllinie wurde der 
inhibitorische Einfluss der Transkriptionsfaktormutante gezeigt (Abb. III.2.1 D). Wurde 
dnEts-1 in A293 Zellen überexprimiert, so konnte die Basalaktivität des Reportergens um 
16 % reduziert werden. Die Überexpression des Wildtyp Transkriptionsfaktors Ets-1 
resultierte in einer 12-fachen Steigerung der Promotoraktivität. Wurden Ets-1 und die 
















    Ets-1     - -          +        +         +  
dnEts-1     -         +          -         +       + +
     Ets-1     -  -          +        +         +  





Reduzierung der Promotoraktivität in Abhängigkeit der Plasmidkonzentrationen. Die Ets-
1 induzierte Stimulierung des Flk-1 Promotors wurde um 30 % bei gleichen Mengen der 
Plasmide bzw. um 60 % bei einem Überschuss der Mutante reduziert (p<0,01). In keiner 
der verwendeten Zelllinien konnte eine vollständige Reduzierung auf basales Level 
erreicht werden. Eine mögliche Erklärung könnte die unterschiedlichen 
Expressionsstärken von Ets-1 und dnEts-1 aufgrund der verschiedenen Promotoren sein. 
Dennoch ließen die in vitro Experimente den Schluss zu, dass die generierte dnEts-1 
Mutante die Aktivierung des Ets-1 Zielgens flk-1 signifikant inhibieren kann. 
Zur Generierung der dnEts-1 codierenden Retroviren wurde das Konstrukts pLXSN-
dnEts-1 in die Verpackungszelllinie GP+E86 eingebracht. Durch Kultivierung und 
Vermehrung der transfizierten Zellen in Neomycin-haltigem Selektionsmedium (1 
mg/ml) wurden schließlich 15 Klone isoliert, die mit GP+E86/dnEts-1 #1-15 benannt 
wurden. Alle Klone wurden hinsichtlich der Expression der Deletionsmutante 
proteinbiochemisch untersucht. Der Nachweis erfolgte mittels Western Blot Analyse 







                                                  




Abb. III.2.2 Analyse virusproduzierender GP+E86/dnEts-1 Zellen 
GP+E86 Zellen wurden mit dem pLXSN-dnEts-1 Konstrukt transfiziert und zur Selektion auf stabile 
Vektorintegration in Neomycin-haltigem Medium kultiviert. A. Nachweis der dnEts-1 Expression durch 
Western Blot Analyse. Proteinlysate wurden aus den selektionierten Klonen (1-7) hergestellt. Diese wurden 
mittels 15%iger SDS-Page aufgetrennt und anschließend auf einer Nitrozellulose Membran immobilisiert. 
Zur Detektion des FLAG Epitops wurde der anti-FLAG M2 Antikörper verwendet. Die Klone mit den 
Nummern 1, 3, 4 und 7 zeigten ein spezifisches Signal mit einer molekularen Masse von ca. 14 kDa. B. 
Bestimmung des Virustiters in Medienüberständen verschiedener GP+E86/dnEts-1 Klone durch Infektion 
von NIH 3T3 Zellen. (cfu) „colony forming units“ = koloniebildene Einheiten 
 
Zellen cfu/ml 
GP+E86/dnEts-1 #1 1,2 x 106 
GP+E86/dnEts-1 #3 1,4 x 106 
GP+E86/dnEts-1 #4 1,8 x 106 






Dabei wiesen die Klone mit der Nummer 1, 3, 4 und 7 ein spezifisches Signal für dnEts-1 
mit einer molekularen Masse von ~14 kDa auf. Die Klone mit der Nummer 2, 5 und 6 
exprimierten die Deletionsmutante nicht. Da die selektionierten GP+E86/dnEts-1 Klone 
im Folgenden für in vivo Versuche verwendet werden sollten, wurde der Virustiter 
bestimmt (Abb. III.2.2 B). Mit einer Anzahl von 7 x 106 cfu/ml wurde für den 
GP+E86/dnEts-1 Klon mit der Nummer 7 die höchste Anzahl infektiöser Partikel pro 
Milliliter Zellkulturüberstand bestimmt, so dass dieser für den retroviralen Gentransfer 
der Deletionsmutante in vivo verwendet wurde.  
Vorangegangene Arbeiten demonstrierten, dass es sich bei BFS-1 Fibrosarkomen um 
stark vaskularisierte Tumoren handelt, deren Wachstum von der Rekrutierung 
benachbarter Gefäße abhängt (Heidenreich et al., 2004). Dieser Prozess wird durch das 
VEGF/VEGFR-Signaltransduktionssystem reguliert. So konnte gezeigt werden, dass 
durch Überexpression von VEGFR-Mutanten, die zur Bindung des Liganden VEGF, 
nicht aber zur Signaltransduktion fähig waren, eine signifikante Inhibition des 
Tumorwachstums durch Hemmung der Tumorangiogenese erzielt wurde. Dies schien auf 
einer selektiven Infektion einsprossender Endothelzellen des Gefäßsystems zu beruhten, 









Abb. III.2.3 Infektion von BFS-1 Fibrosarkoma Zellen in vitro  
Western Blot Analyse von Zelllysaten. BFS-1 Fibrosarkoma Zellen und 3T3 NIH Zellen zur Kontrolle 
wurden mit viralen Überständen der GP+E86/Flt-TM (+) oder GP+E86/empty Zellen (-) inkubiert. Zwei 
Tage nach Infektion wurden aus den Zellen Proteinlysate hergestellt, mittels 7,5%iger SDS-Page 
aufgetrennt und anschließend auf einer Nitrozellulose Membran immobilisiert. Zur Detektion der 
Rezeptormutante Flt-TM wurde ein monoklonaler anti-VEGFR-1 Antikörper verwendet. Infizierte NIH 3T3 
(+), nicht aber BFS-1 Zellen, zeigten eine Expression der Rezeptormutante mit einer molekularen Masse 








Im Folgenden sollte untersucht werden, ob der dominant-negative Effekt der 
Deletionsmutante auf die Promotoraktivität des flk-1 Gens und anderer an der 
Tumorangiogenese beteiligter Gene zu einer Hemmung der Expression in vivo führt und 
damit die Neovaskularisierung negativ beeinflusst. Hierzu wurde das Modell der Co-
Injektion von Tumorzellen mit virusproduzierenden GP+E86 Zellen verwendet (Abb. 
III.1.12). BFS-1 Zellen wurden zu gleichen Teilen mit den retrovirusproduzierenden 
GP+E86/dnEts-1 Zellen des Klons #7 gemischt und adulten Wildtyp Tieren subkutan 
transplantiert. Als Negativkontrolle wurden BFS-1 und GP+E86 Zellen co-injiziert, die 
stabil den pLXSN-Leervektor integriert hatten (GP+E86/empty) und über einen 
vergleichbaren Virustiter verfügten. Sieben bzw. 14 Tage nach Inokulation wurden die 
Tiere mittels zervikaler Dislokation getötet, die Tumoren entnommen, gewogen und 
untersucht. Die semiquantitative RT-PCR Analyse von Tumorlysaten an Tag 7 nach 
Transplantation wurde mittels spezifischer Oligonukleotide für dnEts-1 bzw. Wildtyp Ets-
1 durchgeführt und bestätigte deren Expression in BFS-1/dnEts-1 Tumoren (Abb. III.2.4 
A). Kontrolltumoren exprimierten ausschließlich endogenes Ets-1. Darüber hinaus konnte 
gezeigt werden, dass die Überexpression der Deletionsmutante in den BFS-1/dnEts-1 
Fibrosarkomen verglichen mit Kontrolltumoren zu einer leichten Abnahme der Flk-1 
Expression im Tumorgewebe führte. Gleiche Mengen an cDNA wurden durch die 
Amplifikation des Haushaltgens GAPDH bestätigt. Histologisch konnte die 
endothelzellspezifische Expression der dnEts-1 Mutante durch Verwendung des 
spezifischen Antikörpers gegen das Signalepitop nicht demonstriert werden. Dieser 
Antikörper (α-Flag M2; Sigma, Deishofen) ist in der Maus generiert und vermochte keine 
spezifische Färbung auf Schnitten des murinen Tumorgewebes hervorzurufen. An dieser 
Stelle sei auf die Endothelzellspezifität des Co-Injektionsmodells von BFS-1 
Fibrosarkoma mit GP+E86 Zellen zu verweisen, die im vorherigen Kapitel demonstriert 
wurde (Abb. III.1.13). Als indirekter Beweis der endothelzellspezifischen Expression von 
dnEts-1 wurden BFS-1 und NIH 3T3 Zellen mit virushaltigen Überständen des 
GP+E86/dnEts-1 Klons #7 bzw. von GP+E86/empty Zellen kultiviert. Während infizierte 
NIH 3T3 Zellen dnEts-1 exprimierten und damit die Aktivität des Retrovirus bestätigten, 
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Abb. III.2.4 Analyse von BFS-1 Fibrosarkomen  
A. RT-PCR Analyse von Tumorlysaten. 1,5x106 BFS-1 Fibrosakoma Zellen wurden mit gleicher Anzahl 
retrovirusproduzierender GP+E86/dnEts-1 (dn) bzw. GP+E86/empty (wt) Zellen adulten Wildtyp Mäusen 
subkutan co-injiziert. 7 Tage p.i. wurden die Tumoren präpariert und RNA isoliert. Durch semiquantitative 
Reverse-Transkriptase (RT)-PCR wurde die Expression der Deletionsmutante dnEts-1, des endogenen 
Wildtyp Transkriptionsfaktors Ets-1 sowie der Rezeptor-Tyrosin-Kinase Flk-1 analysiert (+). Es wurden 
Kontrollreaktionen ohne RT mitgeführt (-). Gleiche Mengen cDNA wurden durch 25 Zyklen für GAPDH 
bestätigt. In geringem Maße war Flk-1 durch Überexpression von dnEts-1 reduziert. B. Western Blot 
Analyse von Zelllysaten. NIH 3T3 und BFS-1 Zellen wurden mit viralen Überständen der GP+E86/dnEts-1 
(dn) oder GP+E86/empty Zellen (wt) inkubiert. Zwei Tage nach Infektion wurden aus den Zellen 
Proteinlysate hergestellt, mittels 15%iger SDS-Page aufgetrennt und anschließend auf einer Nitrozellulose 
Membran immobilisiert. Zur Detektion des FLAG Epitops wurde der Anti-FLAG M2 Antikörper 
verwendet. Infizierte NIH 3T3 (dn) sowie GP+E86/dnEts-1 (dn) zeigten ein spezifisches Signal mit einer 
molekularen Masse von ca. 14 kDa. 
 
Die Auswertung des Tumorwachstums durch Bestimmung der Masse zeigte, dass die 
Überexpression der Deletionsmutante dnEts-1 keinen Einfluss auf das Wachstum der 
Fibrosarkome hatte. So zeigte sich weder nach 7 noch nach 14 Tagen ein signifikanter 
Unterschied im mittleren Gewicht der Tumoren beider Gruppen (Abb. III.2.5 A/B). 
Fibrosarkome, die dnEts-1 exprimierten, wiesen ein mittleres Gewicht von 66 (±23) mg 






248,25 (±211,58) mg. Auch ein vierfacher Überschuss an virusproduzierenden 
GP+E86/dnEts-1 Zellen bei der Co-Injektion mit BFS-1 Fibrosarkomen beeinflusste das 
Tumorwachstum nicht (Daten nicht gezeigt). Um evtl. auftretende Veränderung der 
Tumorvaskularisierung durch Überexpression von dnEts-1 beurteilen zu können, wurden 
immunhistochemische Färbungen mittels spezifischer Antikörper gegen die 
Endothelzellmarker Flk-1 und PECAM-1 durchgeführt. Trotz leichter Abnahme der Flk-1 
Expression auf mRNA Ebene (Abb. III.2.4 A) zeigten die histologischen Untersuchung 
der Tumoren beider Gruppen keine wesentlichen Unterschiede in der Vaskularisierung. 
Die Gefäß- und Gewebemorphologie sowie die Ausbildung und Häufigkeit von 
auftretenden Nekrosen von BFS-1/dnEts-1 war mit denen von Kontrolltumoren 














Abb. III.2.5 Wachstum subkutaner BFS-1 Fibrosarkome 7 und 14 Tage p.i. 
1,5x106 BFS-1 Fibrosarkoma Zellen wurden mit der gleichen Anzahl virusproduzierenden GP+E86/empty 
(wt) oder GP+E86/dnEts-1 (dn) Zellen adulten Wildtyp Tieren subkutan co-injiziert. A./B. Sieben bzw. 14 
Tage post Injektion wurden die Tumoren entnommen, das Gewicht [mg] bestimmt und statistisch 
ausgewertet. C. Immunhistochemische Färbungen wurden gegen PECAM-1 angefertigt. In der 
Vaskularisierung der Tumoren beider Gruppen waren keine Unterschiede zu erkennen. (n) Anzahl der 
Tumoren je Gruppe, (SD) Standardabweichung, (SE) Standardfehler, (x) Mittelwert der Gewichte in mg 
Balken: 100µm 
 7 Tage 14 Tage 
Tier n x SD SE n x SD SE 
wt 10 55 25 8,2 8 248 211 74 












□  7 Tage 










Um auszuschließen, dass das Ausbleiben eines inhibitorischen Effekts der 
Deletionsmutante vom verwendeten Tumortyp abhängig ist, sollte dnEts-1 in einem 
zweiten experimentellen Tumormodell überexprimiert werden. Hierzu wurden Melanoma 
Zellen mit den virusproduzierenden GP+E86/dnEts-1 Zellen bzw. B16 GP+E86/empty 
Kontrollzellen co-injiziert. Vierzehn Tage nach Inokulation wurden die Tiere mittels 
zervikaler Dislokation getötet, die Tumoren entnommen, gewogen und analysiert. Die 
Expression der Deletionsmutante dnEts-1 und des Wildtyp Transkriptionsfaktors Ets-1 
wurde mittels semiquantitativer RT-PCR von Tumorlysaten bestätigt (Abb. III.2.6). 
Kontrolltumoren exprimierten ausschließlich endogenes Ets-1. Zusätzlich konnte gezeigt 
werden, dass die Überexpression der Deletionsmutante in den B16/dnEts-1 Melanomen 
verglichen mit Kontrolltumoren zu einer starken Reduktion der Flk-1 Expression im 
Tumorgewebe führte. Gleiche Mengen an cDNA wurden durch das Amplifikat des 
Haushaltgens GAPDH bestätigt.  
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Abb. III.2.6 RT-PCR Analyse von B16 Melanomen  
1,5x106 B16 Melanoma Zellen wurden mit der gleichen Anzahl retrovirusproduzierender GP+E86/dnEts-1 
(dn) bzw. GP+E86/empty (wt) Zellen adulten Wildtyp Mäusen subkutan co-injiziert. 14 Tage p.i. wurden 
die Tumoren präpariert und RNA isoliert. Durch semiquantitative Reverse Transkriptase (RT)-PCR wurde 
die Expression der Deletionsmutante dnEts-1, des endogenen Wildtyp Transkriptionsfaktors Ets-1 sowie 
der Rezeptor-Tyrosin-Kinase Flk-1 analysiert (+). Es wurden Kontrollreaktionen ohne RT mitgeführt (-). 
Gleiche Mengen cDNA wurden durch 25 Zyklen für GAPDH bestätigt. Deutlich war Flk-1 durch die 


















Trotz der gehemmten Expression von Flk-1 wiesen beide Tumorgruppen ein 
vergleichbares Wachstum auf. Die Melanome, die dnEts-1 exprimierten, zeigten ein 
mittleres Gewicht von 524,66 (±287) mg und unterschieden sich nicht signifikant vom 
mittleren Gewicht der Kontrollgruppe mit 481,8 (±128,01) mg (Abb. III.2.7 A). Eine 
Veränderung der Vaskularisierung konnte trotz Reduktion der Flk-1 Expression 
histologisch nicht bestätigt werden (Abb. III.2.7 B). 
Diese Ergebnisse bestätigten die Arbeitshypothese, dass die Hemmung von Ets-1 
Signalwegen zur Inhibition der pathophysiologischen Tumorangiogenese bzw. des 
Tumorwachstums führt, nicht. Die Überexpression der Deletionsmutante dnEts-1 reichte 
nicht aus, um die Gefäßneubildung in Fibrosarkomen oder Melanomen zu hemmen und 
damit das Tumorwachstum negativ zu beeinflussen. Trotz Reduktion der Flk-1 
Expression wurde in beiden Tumormodellen kein inhibitorischer Effekt auf die 
Angiogenese beobachtet. Ets-1 ist jedoch nur ein Faktor aus einem Komplex von 
Transkriptionsfaktoren, der die Expression angiogeneserelevanter Gene wie flk-1 
reguliert. Denkbar wäre, dass die Reduktion der Flk-1 Expression durch die Blockierung 
eines einzelnen Transkriptionsfaktors nicht ausreicht, um Flk-1 unter einen kritischen 
Schwellenwert zu regulieren, der für einen anti-angiogenen Effekt ausreicht. 











Abb. III.2.7 Wachstum subkutaner B16 Melanome 14 Tage p.i. 
1,5x106 B16 Melanoma Zellen wurden mit der gleichen Anzahl virusproduzierender GP+E86/empty (wt) 
oder GP+E86/dnEts-1 (dn) Zellen adulten Wildtyp Tieren subkutan co-injiziert. Vierzehn Tage post 
Injektion wurden die Tumoren entnommen und ausgewertet. A. Graphische Darstellung der ermittelten 
Gewichte in mg. B. Immunhistologische Färbung von PECAM-1 an Gefrierschnitten. In der 






III.2.2 Dominant-negatives HIF2α 
HIF2α gehört zur Familie der Hypoxie-induzierbaren Faktoren (HIF1α, HIF2α, HIF3α), 
die als heterodimere Transkriptionsfaktoren mit dem Bindungspartner ARNT (HIF1β) die 
transkriptionelle Regulation einer Vielzahl angiogeneserelevanter Gene unter niedrigen 
Sauerstoffkonzentrationen kontrollieren. Da HIF2α prädominant endothelzellspezifisch 
exprimiert wird, gilt er als intrinsischer Faktor der kompensatorischen Antwort unter 
Hypoxie, wie sie innerhalb des schnell proliferierenden Tumorgewebes auftritt. Im 
transgenen Tiermodell führte die Blockierung HIF-abhängiger Signalwege durch 
endothelzellspezifische Überexpression einer HIF2α Deletionsmutante (dnHIF2α) zu 
einer massiven Störung der Angiogenese und Herzentwicklung. Dies war auf eine 
inhibierte Expression der Rezeptor-Tyrosin-Kinasen Tie-2, Flt-1 und Flk-1 
zurückzuführen (Licht et al., eingereicht). Diese Befunde könnten auch Relevanz für 
pathophysiologische Fragestellungen haben. Die endothelzellspezifische Blockierung von 
HIF-Signalwegen während der Tumorprogression mittels retroviraler Überexpression der 
Mutante dnHIF2α könnte Auswirkungen auf die Tumorangiogenese haben. Diese 
Arbeitshypothese als mögliches anti-angiogenes Modell zu analysieren bleibt Ziel 
weiterer Studien.  
In der vorliegenden Arbeit wurde das Konstrukt zur Generierung der Retroviren bereits 
kloniert und die dominant-negative Wirkung in vitro getestet. Innerhalb der 955 bp 
großen cDNA codierend für die Aminosäuren 24-325 von HIF2α (Elvert et al., 2003) sind 
die beiden Transaktivierungsdomänen TAD C und TAD N, die sauerstoffabhängige 
Degradationsdomäne (ODD) sowie Teile der DNA-Bindungsdomäne bHLH deletiert 
(Abb. III.2.8 A). Durch die verbleibenden PAS A und B Domänen vermag dnHIF2α mit 
der β-Untereinheit zu dimerisieren.  
Zur Generierung des retroviralen Epxressionsplasmids wurde die cDNA für dnHIF2α 
mittels der Restriktionsendonukleasen EcoRI/XhoI aus dem Plasmid pcDNA3-
HIF2dnFlag (Elvert et al., 2003) isoliert und in die entsprechenden Schnittstellen des 
pLXSN Vektors kloniert. Die Aktivität des generierten Konstruktes pLXSN-dnHIF2α 
wurde durch transiente Transfektion in die Affen-Nieren-Zelllinie COS-1 
immunfluoreszenzmikroskopisch bestätigt. Hierzu wurden die Zellen zwei Tage nach 
Transfektion mit einem monoklonalen Antikörper spezifisch gegen das C-terminale 
Signalepitop FLAG detektiert. Deutlich ist die nukleäre Lokalisation der 
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Um dnHIF2α in vitro funktional zu charakterisieren und den Einfluss auf einen HIF-
abhängigen Promotor zu untersuchen, wurden Luziferase-Reportergen-Analysen 
durchgeführt. Hierzu wurde dnHIF2α unter der retroviralen 5´LTR in den Zelllinien HUE 
und A293 überexprimiert und das Reporter-Plasmid pFlk-1-Luc co-transfiziert (Kappel et 
al., 1999). Dieser Promotor enthält zwei funktionale HIF-ähnliche Bindungsstellen (HBS) 
(Elvert et al., 2003). Die Zellen wurden 24-48 Stunden nach der Transfektion lysiert und 
die Luziferase-Aktivität luminometrisch bestimmt. Dazu wurde die basale Aktivität 
gleich 1 gesetzt, so dass alle weiteren Werte relativ zu diesem Basalwert dargestellt 
wurden. In den transfizierten HUE Zellen wurde die basale Aktivität des Reportergens 
durch Expression von pLXSN-dnHIF2α um 13% reduziert. Die Transfektion von pCMV-




                 
            





Abb. III.2.8 Struktur und Funktion der dnHIF2α Mutante in vitro 
A. Domänenstruktur von HIF2α und dnHIF2α. Die Transaktivierungsdomänen (TAD N und C) und die 
bHLH Domäne wurden in dnHIF2 deletiert. B. Lokalisation von dnHIF2α in COS-1 Zellen. Die Zellen 
wurden mit dem retroviralen Konstrukt transfiziert und eine Immunfluoreszenzfärbung gegen das FLAG 
Epitop durchgeführt. dnHIF2α war ausschließlich im Zellkern lokalisiert. C/D. Luziferase-Reportergen-
Experimente. Flk-1 Promotor-Luziferase wurde in HUE (C) und A293 Zellen (D) transfiziert. Durch 
Expression von HIF2 wurde der flk-1 Promotor stimuliert, durch Co-Expression von HIF2α wurde die 
Stimulierung signifikant inhibiert. *p < 0,05; **p < 0,005; ***p < 0,0001 





Durch Co-Transfektion gleicher Mengen von pLXSN-dnHIF2α und pCMV-HIF2α wurde 
die HIF2-abhängige Stimulation signifikant reduziert, nämlich auf 44 % der Basalaktivität 
(p<0,0001). Ein Überschuss von pLXSN-dnHIFα resultierte in einer annähernd 
vollständigen Reduzierung auf basales Level (Abb. III.2.8 C). Auch in der zweiten 
verwendeten Zelllinie konnte der inhibitorische Einfluss der Deletionsmutante auf den 
flk-1 Promotor gezeigt werden. Exprimierten A293 Zellen dnHIF2α, so konnte die 
Basalaktivität des Reportergens um 8 % reduziert werden. Die Überexpression des 
Transkriptionsfaktors HIF2α resultierte in einer 32-fachen Steigerung der 
Promotoraktivität. Wurden HIF2α und die Deletionsmutante dnHIF2α in die Zelllinie co-
transfiziert, so führte dies zu einer signifikanten Reduzierung der Promotoraktivität in 
Abhängigkeit der Plasmidkonzentrationen. Bei gleichen Mengen der Plasmide wurde die 
HIF2α induzierte Stimulierung des flk-1 Promotors um 54 % gehemmt (p<0,05). 
Allerdings konnte selbst durch einen Überschuss von pLXSN-dnHIF2α keine 
vollständige Reduzierung auf basales Niveau erreicht werden. Die HIF2α induzierte 
Stimulierung wurde maximal um 82 % reduziert (p<0,005; Abb. III.2.8 D).  
Diese in vitro Experimente lassen den Schluss zu, dass die generierte dnHIF2α Mutante 
mit Wildtyp HIF2α konkurriert und die Aktivierung von an der Tumorangiogenese 
beteiligter Zielgene wie z.B. flk-1 signifikant inhibieren kann.  
In zukünftigen Arbeiten sollte das Konstrukt pLXSN-dnHIF2 zur Generierung von 
Retroviren verwendet werden. Entsprechend des Versuchablaufs der 
Transkriptionsfaktormutante dnEts-1 sollen diese den Gentransfer in vivo vermitteln. Die 
Auswirkungen auf die Neovaskularisierung von Tumoren durch Blockierung von HIF-
Signalwegen durch die retrovirale Überexpression von dnHIF2α soll durch das Co-
Injektionsmodell an Fibrosarkomen und Melanomen untersucht und als mögliches anti-
angiogenes Modell analysiert werden. Die Expression des endogenen Wildtyp 
Transkriptionsfaktors HIF2α konnte bereits in beiden Tumoren mittels RT-PCR bestätigt 



















Abb. III.2.9 RT-PCR Analyse von BFS-1 Fibrosarkomen und B16 Melanomen 
1,5x106 BFS-1 Fibrosakoma Zellen bzw. 1,5x106 B16 Melanoma Zellen wurden mit gleicher Anzahl 
retrovirusproduzierenden GP+E86/empty Zellen adulten Wildtyp Mäusen subkutan co-injiziert. 14 Tage p.i. 
wurden die Tumoren präpariert und RNA isoliert. Durch semiquantitative Reverse Transkriptase (RT)-PCR 
wurde die Expression des endogenen Transkriptionsfaktors HIF2α analysiert (+). Kontrollreaktionen ohne 
RT wurden mitgeführt (-). Gleiche Mengen cDNA wurden bestätigt durch 25 Zyklen für GAPDH.  
 
 









IV.1 Die Fusionsproteine Lodavin und Scavidin für die Therapie und 
Diagnostik von Tumoren 
Derzeit findet die Avidin-Biotin-Technologie Anwendung bei einer Vielzahl 
pharmakologischer oder diagnostischer Fragestellungen und gehört zu einer der 
gängigsten Methoden der Krebstherapie. In der Regel werden hierzu monoklonale 
Antikörper (mAb) gerichtet gegen ein Epitop des Tumorgewebes verwendet, die als 
Transporter das therapeutische Agens zum Zielgewebe führen. Dabei sind in der 
Immuntherapie die mAb direkt mit dem therapeutischen Liganden, einem Zytokin, 
gekoppelt. Tiermodelle und klinische Studien mit solchen Immunzytokinen bestehend aus 
einem mAb und IL-2 (Xu et al., 2000), IL-12 (Peng et al., 2001) oder GM-CMF (Dela 
Cruz et al., 2000) liegen vor und zeigten eine effiziente therapeutische Wirksamkeit durch 
Verstärkung der antitumoralen Immunität. In der Radioimmuntherapie und –diagnostik 
hingegen fällt die Wirkung radionuklidgekoppelter mAb pharmakokinetisch ungünstig 
aus und führte zur Entwicklung Avidin-Biotin-basierender „pretargeting“ Modelle 
(zusammengefasst in Boerman et al., 2003).  
Hierbei wird zunächst der Tumor durch Bindung eines mAb markiert. Dieser ist 
biotinyliert (mAb-b) und vermag im zweiten Schritt Avidin bzw. Streptavidin (Av bzw. 
sAV) zu binden. Erst im dritten Schritt erfolgt die Verabreichung des biotinylierten 
Konjugates (Abb. I.3). Die Weiterentwicklung dieses Systems zur Erhöhung der 
Spezifität beruht auf den unterschiedlichen pharmakokinetischen Eigenschaften von Av 
und sAv. Während Av nach intravenöser Applikation mit einer sehr kurzen Halbwertszeit 
von t1/2<1 min schnell in metabolisierenden Organen akkumuliert, kann es zum Abfangen 
ungebundener mAb-b aus der Zirkulation dienen, die somit zügig durch die Niere 
ausgeschieden werden (Schritt 2). Streptavidin hingegen weist deutlich längere 
Zirkulationszeiten auf (Rosebrough, 1993; Schechter et al., 1990) und ist damit optimal 
für die Avidinylierung des mit einem mAb-b markierten Tumors (Schritt 3). 
Überschüssiges sAV wiederum wird durch biotinyliertes Albumin abgefangen und 
ausgeschieden (Schritt 4). Zuletzt wird das biotinylierte Radionuklid verabreicht und 
akkumuliert mit hoher Spezifität im Zielgewebe (Schritt 5).  
Dosimetrische Analysen solcher radioimmuntherapeutischer Modelle im Tierversuch 
zeigten eine bis zu 28-fache Steigerung der lokalen Dosis im Zielgewebe im Vergleich 




Klinische Studien bestätigten die pharmakokinetisch günstigere Verteilung von 
Radionukliden sowie die effektive Wirksamkeit der „pretargeting“ Methode (Grana et al., 
2002; Magnani et al., 2000; Paganelli et al., 1999; 2001). Diese fanden bereits 
Anwendung in der Diagnostik von Lungen- und Ovarialkarzinomen (Crippa et al., 1995; 
Kalofonos et al., 1990) sowie von colorektalen Krebserkrankungen (Paganelli et al., 
1991) und Gliomen (Paganelli et al., 1999). Prinzipiell zeigten alle Studien, dass Avidin-
Biotin-basierende Methoden vom Organismus gut toleriert werden (Axworthy et al., 
2000; Stella et al., 1994). Der wesentliche limitierende Faktor jedoch ist die Interaktion 
zwischen mAb und Epitop auf der Oberfläche des Tumors. Der systemisch verabreichte 
mAb muss zunächst zum tumoralen Epitop gelangen, wobei sich ein hoher 
Tumorinnendruck negativ auf den Penetrationsindex des mAb ins Tumorgewebe 
auswirkt. Zudem müssen für jeden therapeutischen oder diagnostischen Ansatz neue mAb 
generiert werden. Immunreaktionen sind nicht ausgeschlossen, die zur Neutralisierung 
und/oder zum raschen Abbau des mAb führen. 
Eine viel versprechende Alternative zu herkömmlichen Avidin-Biotin-basierenden 
Methoden bei klinischen Fragestellungen sind die Fusionsproteine Lodavin und Scavidin 
(Lehtolainen et al., 2002; 2003). Wie auch bei den „pretargeting“ Modellen basiert im 
Lodavin/Scavidin-System der zielgerichtete Transport biotinylierter Konjugate auf der 
hohen Bindungsaffinität von Avidin zu Biotin, die mit einer Dissoziationskonstante von 
Kd=10-15 M (Green, 1975) annähernd irreversibel ist (Rosano et al., 1999). Diese nicht-
kovalenten Bindungseigenschaften können dahingehend genutzt werden, um nach einer 
gewebe- und/oder zellspezifischen Expression der Fusionsproteine eine Anreicherung 
systemisch verabreichter biotinylierter Moleküle im Zielgewebe zu erreichen. Durch die 
spezifische Expression der Fusionsproteine entfällt der kritische Schritt der Antigen-
Antikörper-Bindung zur Markierung des Tumors. In Abhängigkeit des biotinylierten 
Liganden kann das System für diagnostische oder therapeutische Ansätze Verwendung 
finden. Damit wäre der Einsatz von nur niedrigen Konzentrationen des Konjugates 
erforderlich. Toxische Nebenwirkungen sowie Strahlenbelastungen für den Patienten 
würden minimiert und lokale biologische Effekte selektiv und lokal erhöht werden. Im 
Vergleich zu konventionellen „pretargeting“ Techniken reduziert sich die Anwendung des 
Lodavin/Scavidin-Systems auf eine 2-Schritt Methode: Der spezifischen Expression des 
Fusionsproteins mittels Gentransfer im Zielgewebe (Schritt 1) folgt die systemische 




In der vorliegenden Arbeit sollten Lodavin und Scavidin zellspezifisch während der 
Entwicklung experimenteller Tumoren exprimiert werden. Aufgrund der genetischen 
Instabilität und hohen Mutationsrate von Tumorzellen kommt es im Rahmen 
konventioneller Chemotherapien oftmals zur Entwicklung von Resistenzen gegenüber 
dem eingesetzten Therapeutikum, so dass der Therapieerfolg begrenzt bleibt. Im 
Gegensatz dazu weisen Endothelzellen als normale diploide Zellen eine deutlich höhere 
genetische Stabilität und eine nur geringe Mutationsrate auf. Therapeutische Strategien, 
die sich gezielt gegen Endothelzellen von Tumorgefäßen richten, sollten in weitaus 
geringerem Maße zur Ausbildung von Resistenzen führen. Daher zielte der wesentliche 
Teil der Arbeit auf die endothelzellspezifische Expression der Fusionsproteine und 
umfasste die Generierung transgener Mäuse sowie den retroviralen Gentransfer im 
Wildtyp Tier. Weiterhin zielte die Arbeit auf eine induzierbare Expression der 
Fusionsproteine in Tumorzellen. Durch systemische Applikation biotinylierter Liganden 
sollten Bindungsstudien bzw. Therapien an diesen in vivo Modellen durchgeführt und als 
neuartige Methode zur Behandlung bzw. Diagnostik maligner Erkrankungen diskutiert 
werden. Ark Therapeutics, London, sowie die Arbeitsgruppe von Seppo Ylä-Herttuala am 
I.A. Virtanen Institut der Universität Kuopio, Finnland, sollten hierzu biotinylierte 
Chemotherapeutika bzw. Radionuklide generieren.  
Um Lodavin und Scavidin spezifisch in Endothelzellen des Gefäßsystems transgener 
Tiere zu exprimieren, wurden in der vorliegenden Arbeit regulatorische Elemente des 
murinen VEGF Rezeptor-2 (flk-1) Gens verwendet. Hierzu wurden das 939 bp 
Promotorfragment in Kombination mit einem 2.3 kbp Enhancerfragment des 1. Introns 
genutzt. Bereits zuvor wurde in unabhängigen Studien gezeigt, dass diese Elemente (flk-1 
p/e) die Expression der Reportergene LacZ (Kappel et al., 1999; Licht et al., 2004) oder 
des Grün-Fluoreszierenden Proteins (GFP) (Hirai et al., 2003) in transgenen Mäusen und 
sich differenzierenden embryonalen Stammzellen regulieren. Dabei ist das 
Enhancerelement weitgehend für die Endothelspezifität verantwortlich, während das 
Promotorfragment die Expressionsstärke vermittelt (Kappel et al., 1999). In 
differenzierenden Stammzellen konnte gezeigt werden, dass die verwendeten 
regulatorischen Sequenzen nur in reifen, VE-Cadherin positiven Endothelzellen aktiv 
sind, nicht aber in frühen Flk-1 positiven mesodermalen Vorläufern. Die Expression des 
Reportergens im Tier wurde in Bereichen des extraembryonalen Mesoderms beginnend 
an Tag E7,8 während der Embryonalentwicklung beobachtet und trat somit etwas später 




reife Endothelzellen, wurde aber nicht auf hämatopoetische Zellen oder Vorläufer der 
Endothelzelllinie wie den Hämangioblasten detektiert. Analog zur Expression des 
endogenen flk-1 wurde die des Reportergens in adulten Tieren und den meisten Organen 
herunter reguliert. Untersuchungen an verschiedenen experimentellen Tumormodellen 
bestätigten die flk-1 Promotor- und Enhancersequenzen als ausreichend für eine starke 
und spezifische Reportergenexpression im Tumorendothel (Heidenreich et al., 2000). 
Damit bietet der verwendete flk-1p/e optimale Eigenschaften zur Expression von Genen, 
die im Rahmen einer anti-angiogenen Therapie oder zur diagnostischen Darstellung von 
Tumorgefäßen Verwendung finden können. Promotoren anderer endothelspezifisch 
exprimierter Gene wie VE-Cadherin (Gory et al., 1999), von Willebrand Faktor (vWF) 
(Jahroudi und Lynch, 1994), Tie-2 (Schlaeger et al., 1995; 1997) oder Endothelin-1 
(Harats et al., 1995) sind für die gezielte Expression therapeutischer Gene im 
Tumorendothel nicht einsetzbar, da diese Gene konstitutiv auch unter physiologischen 
Bedingungen ubiquitär im Gefäßendothel exprimiert werden. Darüber hinaus ist nicht 
geklärt, ob eine Stimulation der Expression dieser Gene im Tumorendothel vorliegt.  
In der vorliegenden Arbeit wurden Flk-1-Lodavin und Flk-1-Scavidin transgene Tiere 
generiert und charakterisiert. In beiden Linien wurde die Expression der Fusionsproteine 
während der Embryonalentwicklung mittels immunhistologischer Methoden bestätigt. So 
wiesen 45-60% aller embryonaler Gefäße eine Expression von Lodavin auf (Abb. III.1.3). 
Einzige Ausnahme waren Endothelien der Lunge. In keinem der analysierten Embryonen 
konnte eine Expression des Transgens in diesem Gewebe bestätigt werden. Die Anzahl 
Scavidin positiver Gefäße lag bei 35-50 % (Abb. III.1.4). Durch Doppel-
Immunfluoreszenzfärbungen konnte die Endothelzellspezifität der Expression beider 
Fusionsproteine bestätigt werden. Sie trat in Co-Lokalisation mit den 
Endothelzellmarkern Flk-1 und PECAM-1 auf (Abb. III.1.5). Eine mögliche Erklärung 
für die unterschiedlichen Expressionsstärken der Fusionsproteine und das Ausbleiben 
einer Expression von Lodavin in Endothelien der Lunge könnte der Integrationsort des 
Transgens ins Genom der Gründer sein. Dieser kann bei der Generierung transgener Tiere 
nach der angewandten Methode (siehe Kapitel II.10.1) nicht beeinflusst werden, so dass 
benachbarte regulatorische Elemente Einfluss auf die Expression des eingebrachten Gens 
nehmen können. So wirken regionale Enhancerelemente positiv, Silencerelemente oder 
dichte Chromatinstrukturen negativ auf die Transkription des Transgens. Auch die Anzahl 
der integrierten Kopien des Transgens beeinflussen die Expressionsstärke, wurde aber in 




Für Säugerzellen ist Biotin (Vitamin H) essentiell. Durch seine CO2-bindende Eigenschaft 
dient es als prosthetische Gruppe vier verschiedener Biotin-abhängiger Carboxylasen und 
spielt eine entscheidende Rolle in metabolischen Prozessen wie der Glukoneogenese, der 
Synthese von Fettsäuren und Stoffwechselprozessen von Aminosäuren (Moss und Lane, 
1971). Zellulär liegt Biotin zu mehr als 90% zytoplasmatisch oder in Mitochondrien vor. 
Weniger als 1% ist nukleär lokalisiert (Stanley et al., 2001). Angaben zur 
Serumkonzentration und des Verhältnisses von gebundenem zu ungebundenem Biotin 
variieren. Mit einer Konzentration von ca. 16 nM liegt der endogene Serumbiotinspiegel 
der Maus jedoch deutlich über dem des Menschen (0,4-0,9 nM). Hiervon liegen ca. 80% 
frei, 12% kovalent und 7% reversibel an α- und β-Globuline sowie an Albumin gebunden 
vor (Mock und Malik, 1992). Andere hingegen postulieren eine komplette Bindung von 
Serumbiotin an die Biotinidase (Chauhan und Dakshinamurti, 1988). Durch Expression 
der Fusionsproteine während der Embyonalentwicklung ist eine Akkumulierung des 
Serumbiotins im Endothel nicht auszuschließen, was Veränderungen im vaskulären 
Phänotyp hervorrufen könnte. Der Vergleich von transgenen mit Wildtyp Embryonen zu 
unterschiedlichen Zeitpunkten der Entwicklung zeigte jedoch keine Auffälligkeiten im 
Phänotyp. Speziell in der Morphologie und Dichte des Gefäßsystems wurden keine 
Unterschiede beobachtet. Die Tiere beider transgener Linien entwickelten sich wie 
Wildtyp Tiere und zeigten eine den Mendelschen Gesetzen folgende Vererbung der 
Transgene an ihre Nachkommen.  
Die Charakterisierung adulter Flk-1-Lodavin und Flk-1-Scavidin transgener Tiere 
bestätigte, dass der flk-1p/e im adulten, nicht aktiven Endothel keine Aktivität aufwies. So 
wurde in keinem der analysierten Organe eine Scavidin Expression gefunden. Auch die 
Mehrzahl der untersuchten Organe aus Flk-1-Lodavin transgenen Tieren war bzgl. der 
Transgenexpression negativ. Einzige Ausnahme war das Gefäßsystem der Milz. Hier 
zeigte sich, dass ca. 70% der Gefäße der roten Pulpa positiv für Lodavin waren. Gefäße 
der Milzfollikel wiesen nur selten eine Expression auf (Abb. III.1.6). Diese Beobachtung 
ist konsistent mit Daten vorheriger Arbeiten. Histologische Analysen adulter Flk-1-LacZ 
Reportermäuse zur Charakterisierung der flk-1p/e bestätigten eine Transgenexpression in 
Endothelien der Milz (Kappel et al., 1999). Damit ist die beobachtete Lodavinexpression 
in adulten Tieren dieser Linie wahrscheinlich auf die verwendeten flk-1 regulatorischen 
Sequenzen zurückzuführen. Das Ausbleiben einer Expression in adulten transgenen 
Tieren der Flk-1-Scavidin transgenen Linie spricht für einen zusätzlichen Einfluss des 




Um die endothelzellspezifische Expression der therapeutischen Gene während der 
Tumorentwicklung zu analysieren, wurden die generierten Linien für subkutane 
Injektionen von BFS-1 Fibrosarkomen verwendet. Bereits nach 4 bis 7 Tagen hatten sich 
solide Tumoren gebildet. Der Nachweis beider Transgene mittels RT-PCR demonstrierte, 
dass die Neovaskularisierung der Fibrosarkome zur Expression der Fusionsproteine führte 
(Abb. III.1.7). Histologische Analysen bestätigten, dass die Tumoren gut vaskularisiert 
waren und Lodavin und Scavidin im Gefäßsystem exprimierten (Abb. III.1.8). Damit 
wurden in der vorliegenden Arbeit erstmals in vivo die genregulatorischen Elemente von 
flk-1 für die spezifische Expression von Genen genutzt, die von therapeutischem oder 
diagnostischem Nutzen bei Tumorerkrankungen sein können. Die eingesetzten flk-1p/e 
Sequenzen zeigten bereits im frühen Stadium der Tumorangiogenese eine Aktivität, die 
die endothelspezifische Expression der Gene Lodavin und Scavidin regulierten. Die 
Verteilung der Expression beider Fusionsproteine an Tag 4 nach Tumorzelltransplantation 
wurde vornehmlich in einsprossenden Gefäßen der Tumorperipherie beobachtet. Dieser 
Befund stimmt mit der Hypothese überein, dass die Neovaskularisierung im Randgebiet 
des wachsenden Tumors durch Induktion der Flk-1 Expression in Endothelzellen 
normaler Blutgefäße beginnt. Vergleiche der Transgenexpression mit der von Flk-1 an 
Tag 4 oder 7 nach Tumorzellinokulation zeigten, dass in beiden Linien 10-15 % aller 
Tumorgefäße positiv für die therapeutischen Proteine waren. An Tag 14 waren nur noch 
in vereinzelten Gefäßen die Fusionproteine detektierbar (Daten nicht gezeigt). Der 
geringere Anteil an Transgen positiver Tumorgefäße zu Flk-1 positiven Endothelien 
beruht nicht auf den verwendeten flk-1p/e, sondern auf der Methode zur Generierung der 
transgenen Tiere, bei der sich der Integrationsort des eingebrachten Gens nicht bestimmen 
lässt. Expressionsanalysen des Reportergens lacZ im Tumorgewebe von BFS-1 
Fibrosarkomen aus Flk-LacZ Mäusen zeigten eine weitgehend übereinstimmende 
Expressionsstärke und -verteilung mit der von Flk-1 (Heidenreich et al., 2000).  
Die Doppel-Immunfluoreszenzfärbung bestätigte, dass Lodavin in Co-Lokalisation mit 
den Endothelzellmarkern Flk-1 und PECAM-1 vorlag (Abb. III.1.8 G-L). Mittels 
Fluoreszenzmikroskopie konnte Scavidin nicht detektiert werden. Eine mögliche 
Erklärung könnte die geringere Expressionsstärke von Scavidin sein. Zudem sind 
Unterschiede im intrazellulären Ablauf der Proteinreifung beider Moleküle bekannt, die 
sich auf die Verfügbarkeit der Fusionproteine auf der Zelloberfläche und damit 
Detektierbarkeit auswirken. Die funktionale Struktur des endozytotischen Scavenger-




Trimerisierung für den effizienten Transport vom endoplasmatischen Retikululm zum 
Golgi Apparat notwendig ist, damit der Rezeptor als reifes Protein auf die Zelloberfläche 
gelangt (Penman et al., 1991). Ausgehend von der trimeren Quartärstruktur des SR-A 
wurde angenommen, dass Scavidin ebenso als Trimer seine Funktion zur Bindung von 
Liganden ausübt (Ashkenas et al., 1993). Quervernetzungsstudien demonstrierten, dass 
der Großteil der Fusionsproteine als Tetramer in der Zelle vorliegt (Lehtolainen et al., 
2002), was auf die Avidindomäne zurückzuführen war. Avidin ist ein basisch geladenes 
Glykoprotein, das aus vier identischen Untereinheiten besteht (Green, 1975). Innerhalb 
des Fusionsproteins scheint die Avidindomäne löslich zu verbleiben und bedingt die 
Zusammenlagerung der Scavidinmoleküle zu Tetrameren. Untersuchungen zur 
Lokalisation von Scavidin innerhalb der Zelle ergaben, dass nur ein geringer Anteil der 
exprimierten Proteine an der Oberfläche erschien. Der Großteil verblieb in vesikulären 
Strukturen des Zytoplasmas, die sich meist in perinukleären Regionen ansammelten 
(Lehtolainen et al., 2002). Diese Beobachtungen sprechen dafür, dass durch die 
komplexere Quartärstruktur des Fusionsproteins im Vergleich zu SR-A der Prozess der 
Exozytose erschwert ist und Scavidin im Zytoplasma sequestriert. Die Quartärstruktur des 
LDL-Rezeptors hingegen ist ein Monomer. Innerhalb von Lodavin bedingt auch hier die 
Avidindomäne die Zusammenlagerung zu Tetrameren (Lehtolainen et al., 2003). Diese 
erscheinen jedoch vorherrschend auf der Zelloberfläche, wie Aufnahmen mittels 
konfokaler Fluoreszenzmikroskopie dieser Arbeit demonstrierten (Abb. III.1.6 D). Diese 
zellbiologischen Daten könnten eine mögliche Erklärung für die Ergebnisse der 
Expressionsanalysen im Tumormodell bieten. In der semiquantitativen RT-PCR wurde 
die mRNA beider Fusionsproteine in etwa gleichen Mengen detektiert. Auf Proteinebene 
erschien in der Histologie die Expression von Scavidin schwächer als die von Lodavin 
und war schließlich immunfluoreszenzmikroskopisch aufgrund der geringeren Sensitivität 
der Methode nicht mehr nachzuweisen. Damit scheint Lodavin prinzipiell für 
diagnostische oder therapeutische Anwendungen geeigneter zu sein. Die einfachere 
Struktur des LDL-Rezeptoranteils innerhalb von Lodavin begünstigt die Prozessierung 
und Einlagerung des Fusionsproteins in die Zellmembran, die für die Akkumulierung und 
Internalisierung eines biotinylierten Liganden essentiell ist.  
Auch im zweiten Tumormodell entwickelten sich nach subkutaner Co-Injektion von BFS-
1 Fibrosarkoma Zellen mit virusproduzierenden GP+E86/Lodavin Zellen gut 
vaskularisierte Tumoren, wie die immunhistologische Färbungen unter Verwendung 




III.1.13 A/B). Die Expression von Lodavin trat ausschließlich gefäßassoziiert auf (Abb. 
III.1.13 C) und konnte in der Doppel-Immunfluoreszenzfärbung in 10-15% der Flk-1 und 
PECAM-1 positiven Gefäßen des Tumorstromas bestätigt werden (Abb. III.1.13 D-I). 
Damit wurde in dieser Arbeit erstmals histologisch gezeigt, dass der retrovirale 
Gentransfer im Co-Injektionsmodell von BFS-1 Fibrosarkoma Zellen ausschließlich zu 
einer endothelzellspezifischen Expression des heterologen Gens führt. Der Virus infiziert 
selektiv einsprossende Gefäße. Als zusätzlicher Beweis für die Endothelzellspezifität des 
Modells wurde in vitro bestätigt, dass BFS-1 Zellen nach Infektion mit Lodavin-
codierenden Retroviren nicht zur Expression des Fusionsproteins fähig waren (Abb. 
III.1.13 J).  
In beiden endothelzellspezifischen Modellen exprimierten 10-15% der Tumorgefäße die 
Fusionsproteine. Dies erscheint für einen therapeutischen Ansatz niedrig. Eine 
Endothelzelle ist jedoch für die Versorgung von 50 bis 100 Tumorzellen verantwortlich 
(Folkman, 1997). Somit kann im Rahmen einer anti-angiogenen Therapie die Zerstörung 
eines einzigen funktionalen Gefäßes zur Destruktion eines ganzen Tumorareals führen. In 
vivo Studien zeigten, dass bereits die gezielte und selektive Eliminierung einzelner 
endothelassoziierter Zellen für eine signifikante Inhibierung des Tumorwachstums 
ausreicht (De Palma et al., 2003). In dieser Studie wurde das Prodrug-konvertierende 
System der Herpes simplex Virus Thymidinkinase/Ganzyklovir (HSV-tk/GCV) 
verwendet. Die Kinase wurde unter regulatorischen Elementen des tie-2 Gens in 
hämatopoetischen Stammzellen überexprimiert, die die Aktivierung der nicht-toxischen 
Medikamentvorstufe GCV („prodrug“) in das toxische Chemotherapeutikum („drug“) 
katalysierte. Das toxische Agens wurde durch zelluläre Kontakte („gap junctions“) an 
benachbarte Endothelzellen weitergegeben, die folglich ebenso den programmierten 
Zelltod eingingen („bystander Effekt“) und zur Hemmung der Tumorangiogenese führten. 
Auch in einem zellulären 3-dimensonalen in vitro Modell, dass annähernd die in vivo 
Situation innerhalb eines Tumors widerspiegelt, führte die selektive Überexpression des 
Prodrug-konvertierenden Enzyms Nitroreduktase in Endothelzellen nach Applikation der 
Medikamentvorstufe CB1954 diese in die Apoptose. Durch Diffusion des toxischen 
Agens starben schließlich auch die angrenzenden Melanomazellen ab (Benouchan et al., 
2003). Basierend auf diesen Studien wäre es denkbar, dass die therapeutische Wirkung 
eines verabreichten Konjugates in den hier vorgestellten Modellen größer ist als die 
Expressionsstärke bzw. die Anzahl Fusionsprotein positiver Endothelzellen vermuten 




dessen Toxizität, Stabilität oder Fähigkeit zur Diffusion, scheinen einen erheblichen 
Einfluss auf den Therapieerfolg zu nehmen.  
Das dritte in dieser Arbeit etablierte Modell basierte auf der induzierbaren, 
tumorzellspezifischen Expression der Fusionsproteine. Nach Inokulation der BFS-
1/Scavidin Zellen entwickelten sich gut vaskularisierte Fibrosarkome. Eine regulierbare 
Expression von Scavidin konnte bestätigt werden. Diese trat ausschließlich 
tumorzellspezifisch und in Abhängigkeit des Induktors Doxyzyklin auf (Abb. III.1.17). 
Durch Bestimmung der Tumormasse wurde in allen drei Tumormodellen der Einfluss der 
Expression von Lodavin bzw. Scavidin auf das Tumorwachstum analysiert. Während an 
Tag 7 nach Transplantation im transgenen Tiermodell kein wesentlicher Unterschied im 
Tumorwachstum beobachtet werden konnte, wiesen Tumoren, die Lodavin 
endothelzellspezifisch exprimierten, 14 Tage nach Zellinokulation ein signifikant höheres 
Gewicht auf (p<0,01). So lag das mittlere Gewicht um das ~2,5-fache über dem von 
Kontrolltumoren oder solchen aus Flk-1-Scavidin transgenen Mäusen (Abb. III.1.9 und 
III.1.10). Neben der Masse war auch das Volumen erhöht (Daten nicht gezeigt). 
Konsistent mit diesen Ergebnissen wiesen auch Lodavin-exprimierende Fibrosarkome des 
Co-Injektionsmodells ein signifikant höheres Gewicht auf (p<0,0001). Das in der 
statistischen Auswertung ermittelte mittlere Gewicht lag ebenso um das ~2,5-fache über 
dem der Kontrollgruppe (Abb. III.1.14). Wie die Expression von Lodavin beider 
endothelzellspezifischer Modelle, so nahm auch die tumorzellspezifische Expression von 
Scavidin einen signifikanten Einfluss auf das Wachstum experimenteller Fibrosarkome 
(p<0,01). Das mittlere Gewicht dieser Tumoren lag um das ~1,5-fache über dem von 
Kontrolltumoren (Abb. III.1.18). Ein solcher Effekt konnte im endothelzellspezifischen 
Tumormodell Flk-1-Scavidin transgener Tiere nicht beobachtet werden und könnte auf 
das Expressionslevel zurückzuführen zu sein. In diesem Modell zeigten 10-15% der 
Tumorgefäße eine Reaktivität für Scavidin. Im tumorzellspezifischen Modell hingegen 
exprimierten alle Fibrosarkoma Zellen Scavidin. Damit scheint die Expressionsstärke für 
das gesteigerte Tumorwachstum verantwortlich zu sein und stellt den Effekt der 
beeinträchtigten intrazellulären Proteinreifung in den Hintergrund. Über den Einfluss von 
Doxyzyklin auf das Wachstum experimenteller Tumoren liegen derzeit keine publizierten 
Daten vor. Die beobachtete Zunahme des Wachstums von Kontrolltumoren durch Zugabe 
von 100 µg/ml Dox ins Trinkwasser der Tiere bleibt ungeklärt. In vitro konnte ein 
Einfluss von Doxyzyklin auf das Proliferationsverhalten kultivierter Zellen nicht bestätigt 




Eine mögliche Erklärung für die Wachstumszunahme der Lodavin- bzw. Scavidin- 
exprimierenden Tumoren könnte die gesteigerte Aufnahme von endogenem Biotin sein. 
Derzeit wird der Einfluss von Biotin auf das Proliferationsverhalten von Zellen 
kontrovers diskutiert. Während die Kultivierung humaner Zellen aus Choriokarzinomen 
auf eine direkte Korrelation des Proliferationindex mit der im Medium enthaltenen 
Biotinkonzentration wies (Crisp et al., 2004), zeigten humane Keratinozyten (Limat et al., 
1996) oder murine Splenozyten (Baez-Saldana et al., 1998) keine proliferativen 
Veränderungen als Antwort auf erhöhte Biotinkonzentrationen. Auch an humanen 
mononukleären Blutzellen konnte in Zellkultur keine Abhängigkeit der Teilungsrate von 
Biotin gezeigt werden. In vivo hingegen reagierten diese Zellen mit einem verminderten 
Proliferationsverhalten als Antwort auf eine erhöhte Serumbiotinkonzentration (Zempleni 
und Mock, 1998). Eine mögliche Erklärung für die Abweichung zwischen in vitro und in 
vivo generierter Daten könnten Unterschiede im Mikromilieu der Zelle sein, die die 
Wirkungsweise von Biotin beeinflussen. Zudem scheint der Einfluss von Biotin vom 
Zelltyp abhängig zu sein und wurden Speziesunterschiede festgestellt. Während in Ratten 
die Erhöhung des Biotinspiegels durch Nahrungsergänzung eine Zunahme der 
Phagozytoseaktivität des retikuloendothelialen Systems zur Folge hatte (Petrelli et al., 
1974), trat in Schweinen eine Suppression der humoralen Immunantwort auf (Kornegay 
et al., 1989). Schon früh wiesen einige Studien daraufhin, dass Biotin Einfluss auf das 
Immunsystem durch die transkriptionelle Regulation von Genen der Zytokinfamilie und 
deren Rezeptoren nehmen kann (Cowan et al., 1979; Petrelli et al., 1981; Rabin, 1983). 
Auch eine direkte Abhängigkeit zwischen Biotinkonzentration und der Expression von 
Onkogenen wie N-myc, c-myb, N-ras und raf konnte an kultivierten Zellen des 
kleinzelligen Lungenkarzinoms bestätigt werden (Scheerger und Zempleni, 2003). Durch 
die DNA-Mikroarray Technik wurden mittlerweile mehr als 200 Gene gefunden, deren 
Expression in Zusammenhang mit Biotin stehen. Derzeit werden drei Mechanismen der 
Biotin-abhängigen Genregulation diskutiert. So beschrieben Solorzano-Vargas et al. eine 
Aktivierung der löslichen Guanylatzyklase durch Biotinyl-Adenosinmonophosphat 
(Solorzano-Vargas et al., 2002). Ein negativ-regulatorischer Einfluss von Biotin auf die 
NFκB-abhängige Signaltransduktion konnte demonstriert werden (Rodriguez-Melendez 
und Zempleni, 2003) wie auch die Konjugation von Biotin an DNA-assoziierte Histone in 
humanen Zellen (Stanley et al., 2001). Analog zur Acetylierung oder Ubiquitinierung 
scheint die Biotinylierung von Histonen zu Remodellierungsprozessen der 




beeinflussen. Ob sich dies positiv oder negativ auf die Genexpression auswirkt, bleibt 
Gegenstand der Forschung.  
Derzeit ist nicht auszuschließen, dass es durch die Expression von Lodavin und Scavidin 
während des Tumorwachstums zu einer intrazellulär erhöhten Biotinkonzentration 
kommt. In wieweit dies Einfluss auf die Biologie der Endothel- oder Tumorzelle nimmt, 
Prozesse wie die oben beschriebenen eintreten und in Zusammenhang mit dem 
verstärkten Tumorwachstum zu bringen sind, bleibt abzuklären. Ein durch Bindung 
endogenen Serumbiotins an die Fusionsproteine ausgelöster Signalprozess scheint jedoch 
unwahrscheinlich. Für die verwendeten Anteile des LDL- bzw. Scavenger-Rezeptors 
innerhalb von Lodavin und Scavidin sind keine signaltransduzierenden Eigenschaften 
bekannt. Sie bedingen lediglich die Einlagerung der Fusionsproteine in die Membran und 
die Internalisierung des gebundenen Liganden. Makroskopische und mikroskopische 
Unterschiede der Tumorgewebe aus allen drei Modellen konnten im Vergleich mit 
Kontrolltumoren nicht bestätigt werden (Daten nicht gezeigt). Die Ausbildung von 
Tumorgefäßen, deren Dichte oder Morphologie sowie die Häufigkeit von Nekrosen trat 
unabhängig von der Expression der Fusionsproteine auf. In vitro konnte kein Einfluss von 
Biotin auf das Proliferationsverhalten von BFS-1 bzw. BFS-1/Scavidin Zellen festgestellt 
werden (Daten nicht gezeigt). Ferner bleibt unklar, warum sich im Phänotyp transgener 
Embryonen und in der Milz adulter Flk-1-Lodavin transgener Mäuse keine Unterschiede 
zu Wildtyp Tieren zeigten. Obgleich die Expression embryonal deutlich stärker war als 
während der Tumorangiogenese, entwickelten sich die Embryonen wie Wildtyp Tiere. 
Unterschiede in der embryonalen Gefäßbildung, Organentwicklung oder Größe konnten 
nicht beobachtet werden. Im adulten Organismus wirkte sich die Lodavinexpression in 
70% der Milzgefäße nicht auf die Organgröße aus, so dass letztendlich nur das 
Mikromilieu innerhalb des Tumorgewebes eine mögliche Erklärung für die 
Wachstumszunahme der experimentellen Tumoren bieten könnte. 
Für eine klinische Anwendung scheint das gesteigerte Tumorwachstum zunächst 
ungünstig. Derzeit ist es noch nicht möglich, biotinylierte Therapeutika an 
experimentellen Tumoren auszutesten. Die Herstellung funktionaler biotinylierter 
Chemotherapeutika oder Radionuklide durch die Kooperationspartner Ark Therapeutics, 
London und der Arbeitsgruppe von Seppo Ylä-Herttuala, Kuopio, Finnland dauern an. 
Basierend auf der hohen Bindungsaffinität von Avidin des Fusionsproteins zu Biotin des 
Liganden wäre es durchaus denkbar, dass die in dieser Arbeit vorgestellten Modelle 




Chemotherapie, überlegen sind. Durch die außergewöhnlichen Bindungseigenschaften 
könnten die reaktiven Liganden effizienter im Zielgewebe akkumulieren, so dass eine 
Wachstumsinhibition der Tumoren signifikant schneller auftreten bzw. dosimetrische 
Analysen zur Verteilung von Radionukliden signifikant günstiger ausfallen würden als in 
Kontrollgruppen. Hierzu sollten in vivo Pharmakokinetiken biotinylierter Therapeutika 
oder Diagnostika mit nicht konjugierten verglichen werden. Zudem sollten Vergleiche 
zwischen Fusionsprotein-exprimierenden Tumoren und Kontrolltumoren erstellt werden. 
Das Austesten geeigneter Konjugate und deren Auswirkung auf das Tumorwachstum 
bleibt Aufgabe weiterer Studien.   
Zusätzlich sollte für einen klinischen Ansatz aufgrund der signifikanten Zunahme des 
Tumorwachstums auf ein induzierbares System fokussiert werden. Dies minimiert die 
zeitliche Expression der Fusionsproteine und umgeht mögliche Interferenzen, wie sie 
durch Überexpression von Lodavin und Scavidin während der Tumorentwicklung 
auftraten. Darüber hinaus reflektiert die Expression eines für die Therapie oder 
Diagnostik einsetzbaren Gens nach der Entwicklung eines experimentellen Tumors im 
Tiermodell eher eine klinische Anwendung. Es liegen bereits einige in vivo Studien vor, 
die die Anwendung des Tetrazyklin-induzierbaren „tet-on Systems“ an transgenen 
Reportertieren demonstrierten (Fedorov et al., 2001; Gallagher et al., 2003; Schonig et al., 
2002). Bei Etablierung des tumorzellspezifischen Modells ist dieser Ansatz bereits 
einbezogen worden und verweist auf verbundene Schwierigkeiten. Unter 
Zellkulturbedingungen wurde die induzierbare Expression der Fusionsproteine für die 
selektionierten BFS-1/Lodavin und BFS-1/Scavidin Klone bestätigt. Nur unter Zugabe 
von Doxyzyklin (Dox) ins Kulturmedium wurde die Expression aktiviert (Abb. III.1.15). 
In vivo zeigte sich, dass die regulierbare Expression durch Zugabe von Dox ins 
Trinkwassers nur in Tumoren zu beobachten war, die sich aus Zellen des BFS-1/Scavidin 
Klons entwickelten (Gruppe IV). Erhielten die Mäuse kein Dox (Gruppe III), so war die 
Expression abgeschaltet (Abb. III.1.17). Anders verhielt es sich bei der Expression von 
Lodavin in Tumoren des BFS-1/Lodavin Klons. Die Immunfluoreszenzfärbung an 
Tumorschnitten zeigte, dass Lodavin unabhängig von der Gabe des Induktors exprimiert 
wurde (Daten nicht gezeigt). Solche Basalaktivität des tet-on Systems ist auch in 
transgenen Tiermodellen beschrieben worden (Zhu et al., 2002) und führte zur 
Generierung von Mutanten des reversen Tc-antwortenden Transaktivators rtTA oder zur 
Entwicklung von Suppressoren wie tTS („tetracycline-controled transcriptional silencer“) 




aus E.coli und wirkt in Abwesenheit von Dox als zusätzlicher transkriptioneller 
Repressor, ohne dabei die Induktion der Transgenexpression unter Dox zu verändern. In 
vivo Studien an transgenen Mäusen demonstrierten, dass solche tTS-Systeme keine 
Hintergrundexpression des Transgens aufzeigten (Zhu et al., 2002). 
Auch im Rahmen dieser Arbeit wurde mit der Etablierung eines induzierbaren Systems 
zur endothelzellspezifischen Expression von Lodavin und Scavidin begonnen. Diese 
basiert ebenfalls auf dem tet-System (Clonetech, Gossen und Bujard, 1992; Gossen et al., 
1995) und erfordert die Generierung zweier verschiedener transgener Mauslinien (siehe 
II.13.14). Die so genannte „Regulator-Linie“ exprimiert dabei endothelzellspezifisch den 
Transaktivator (rtTA oder tTA) unter der Kontrolle der murinen flk-1p/e. Die 
„Responder-Linie“ ist transgen für eines der Fusionsproteine Lodavin oder Scavidin unter 
der Kontrolle eines ubiquitär aktivierbaren Minimalpromotors, dem Tetrazyklin-
respondierenden Elemente (TRE) vorgelagert sind. Verpaart man beide Linien, so 
induziert in doppel-transgenen Nachkommen die Bindung des endothelzellspezifisch 
exprimierten Transaktivators (rtTA oder tTA) an das TRE die Expression des Zielgens. 
Prinzipiell sind für in vivo Anwendungen rtTA-Systeme geeigneter, da eine 
Genexpression nur nach Gabe des Induktors induziert wird. Die Generierung des 
induzierbaren Systems zur endothelzellspezifischen Expression von Lodavin oder 
Scavidin im doppel-transgenen Tiermodell soll in zukünftigen Arbeiten weiter verfolgt 
werden. 
Ein gefäßspezifisches induzierbares System wurde bereits publiziert (Teng et al., 2002). 
Hierbei regulierten Elemente des murinen tie-2 Gens die endothelzellspezifische 
Expression des Transaktivators rtTA, der in doppel-transgenen Tieren wiederum die 
Expression des Reportergens lacZ induzierte. Nachteil dieses Systems als Modell für 
therapeutische Anwendung ist, dass die regulatorischen Elemente des tie-2 Gens auch im 
adulten Endothel aktiv sind. So konnte unter Gabe von Dox die Reportergenexpression 
beginnend an Tag E9,5 der Embryonalentwicklung beobachtet werden, aber auch alle 
Gefäße des adulten Organismus zeigten eine Expression. Dem gegenüber sind die in 
dieser und vorherigen Arbeiten beschriebenen flk-1p/e für einen therapeutischen Ansatz 
von Vorteil, weil sie die Expression des Transaktivators nur im aktiven Endothel 
regulieren würden.  
Speziell für gentherapeutische Ansätze wurden auch virale induzierbare Systeme 
etabliert. So konnte mittels Retroviren, Adenoviren oder rekombinanter Adeno-




in vitro und in vivo eine zellspezifische und regulierbare Expression von heterologen 
Genen erzielt werden (Ghersa et al., 1998; Ho et al., 1996; Iida et al., 1996; Rendahl et 
al., 2002; Yoshida und Hamada, 1997). Auch wurden außer dem tet-System andere 
induzierbare Modelle beschrieben und an transgenen Tieren vorgestellt. Hierzu zählen das 
Ecdyson-regulierbare System (Saez et al., 1997; 2000), das Lac Operator-Repressor 
System (Cronin et al., 2001) sowie das induzierbare GAL4/RU486 System (Tsai et al., 
1998). Die Etablierung eines geeigneten induzierbarer Systems für die zellspezifische 
Expression von Lodavin und Scavidin sollte Ziel weiterer Arbeiten sein. 
Im zweiten Teil der Arbeit sollte die Funktionalität des Lodavin/Scavidin-Systems zur 
Bindung und Akkumulierung eines systemisch verabreichten Liganden für therapeutische 
und/oder diagnostische Zwecke in vivo getestet werden. Hierzu sollten durch Ark 
Therapeutics, London, sowie der Arbeitsgruppe von Seppo Ylä-Herttuala am I.A. 
Virtanen Institut der Universität Kuopio, Finnland, biotinylierte Chemotherapeutika bzw. 
Radionuklide für die in dieser Arbeit etablierten Tiermodelle generieren werden. Da es 
derzeit weder den Kooperationspartnern möglich ist, ein funktionales biotinyliertes Agens 
herzustellen, noch biotinylierte Therapeutika oder Diagnostika kommerziell zu erhalten 
sind, fokussierten die Studien auf die systemische Verabreichung biotinylierter 
Modellliganden. Basierend auf der günstigeren zellbiologischen Charakteristik von 
Lodavin gegenüber Scavidin und dem hohen Expressionslevel im Endothel der Milz 
adulter Flk-1-Lodavin transgener Mäuse, wurden erste Bindungsstudien an diesen Tieren 
und ohne Tumortransplantate durchgeführt. Aufnahmen der Milz mittels konfokaler 
Fluoreszenzmikroskopie bestätigten die Expression von Lodavin auf der Oberfläche der 
Endothelzellen (Abb. III.1.6 D). In vitro konnte gezeigt werden, dass die flk-1p/e 
vermittelte Expression von Lodavin (und Scavidin) in transfizierten Endothelzellen zur 
spezifischen Bindung des biotinylierten Liganden Fluorescein führte (Abb. III.1.2). 
Abzuklären blieb, ob in vivo endogenes Serumbiotin die extrazellulären 
Ligandenbindungsstellen von Lodavin blockiert oder Einfluss auf die 
Bindungseigenschaften des applizierten Liganden nimmt. Einige Studien an Tiermodellen 
wiesen darauf hin, dass endogenes Biotin mit Avidin- bzw. Streptavidin-basierenden 
Systemen interferieren kann (Rusckowski et al., 1997; Sharkey et al., 1997) und zur 
partiellen Blockierung der Biotinbindungsstellen von Streptavidin führte (Axworthy et al., 
2000). So mussten Mäuse während eines Versuchs auf Biotin freie Kost gesetzt werden 
oder wurde vor Applikation des biotinylierten Liganden endogenes Biotin durch 




Zum Nachweis der Bindung am Milzendothel wurden adulten Flk-1-Lodavin transgenen 
Tieren verschiedene Verbindungen intravenös verabreicht und deren Verteilung im 
Körper zu unterschiedlichen Zeitpunkten analysiert (siehe Tab. II.6). Durch Applikation 
des biotinylierten Kaninchen Immunglobulins (rb-IgG) konnte eine spezifische 
Akkumulierung im Gefäßsystem der Milz adulter Flk-1-Lodavin transgener Mäuse 
gezeigt werden (Abb. III.1.21 B). Die Doppel-Immunfluoreszenzfärbung bestätigte, dass 
der Ligand ausschließlich in Co-Lokalisation mit Lodavin detektiert werden konnte (Abb. 
III.1.21 C). In den anderen untersuchten Organen oder in der Milz von Wildtyp Tieren 
wurde eine unspezifische Bindung nur selten beobachtet. Eine Blockierung der 
Biotinbindungsstellen von Lodavin trat nicht auf. Dieses Ergebnis wurde 15 min nach 
Applikation des biotinylierten rb-IgG erzielt und konnte zu späteren Zeitpunkten (6 bzw. 
24 h) nicht gezeigt werden. Dies spricht dafür, dass nach längeren Zeiträumen der 
verabreichte rb-IgG bereits ausgeschieden oder nach der Endozytose abgebaut wurde. Mit 
dieser Studie konnte erstmals gezeigt werden, dass die endothelzellspezifische Expression 
des Fusionsproteins Lodavin zu einer spezifischen Akkumulierung eines systemisch 
verabreichten Modellliganden im Zielgewebe führte. Darüber hinaus gelang es kürzlich 
den Kooperationspartnern der Arbeitsgruppe von Seppo Ylä-Herttuala diese Ergebnisse 
mittels Magnetresonanztomographie quantitativ zu bestätigen. Hierzu wurden Flk-1-
Lodavin transgenen Tieren systemisch biotinylierte Eisenpartikel von ca. 50 nm Größe 
(bUSPIO) bzw. nicht-biotinylierte Partikel (USPIO) zur Negativkontrolle i.v. appliziert. 
Durch Bestimmung der T2-Relaxtionszeit, die als reziprokes Maß der Akkumulierung des 
metallischen Liganden innerhalb eines Organs berechnet werden kann, konnte eine ca. 
10-fach gesteigerte Ansammlung von bUSPIO im Vergleich zu USPIO in der Milz 
transgener Tiere ermittelt werden (persönliche Mitteilung).   
Lehtolainen et al. demonstrierten in einem Gliomamodell an Ratten, dass die 
intratumorale Injektion des biotinylierten Liganden HRP zu einer spezifischen 
Akkumulierung in Scavidin- bzw. Lodavin-exprimierenden Arealen des Tumors führte 
(Lehtolainen et al., 2002; 2003). Im endothelzellspezifischen Modell der vorliegenden 
Arbeit konnte die Bindung dieses Liganden nach systemischer Verabreichung nicht 
bestätigt werden. Trotz der stärkeren Expression von Lodavin im hier vorgestellten 
transgenen Tiermodell verglichen zum Gliomamodell war es nicht möglich, bHRP 
endothelassoziiert nachzuweisen. Gleiches traf auch für das systemisch verabreichte 
biotinylierte Fluorescein zu. Biotinylierte Fluorospheres mit einem Durchmesser von 1 




Organe wie der Milz und Leber detektiert. Quantitative Unterschiede waren nicht 
ersichtlich, so dass diese Befunde nicht mit der Expression von Lodavin in 
Zusammenhang standen. Hepatische Kupfferzellen und Makrophagen der Milz könnten 
für die Akkumulierung der Liganden verantwortlich sein. Auch ist bekannt, dass 
Endothelien dieser Organe Poren mit einem Durchmesser von bis zu 100 nm ausbilden 
und über eine fenestrierte Basalmembran verfügen, die die Transzytose der Fluorospheres 
aus dem Blutstrom in die Gewebe begünstigen. In Niere und Lunge wurden die 
Fluorospheres nur vereinzelte wieder gefunden. Diese Ergebnisse sprechen dafür, dass die 
unspezifische Akkumulierung der Fluorospheres in der Leber und Milz auf die chemische 
Zusammensetzung ihrer Oberfläche und ihre Größe zurückzuführen ist. Sie bestehen aus 
Polystyrol und sind weitestgehend hydrophob. Anders als bei der Verwendung von 
Polyethylenglykol (PEG) oder Monosialgangliosid (GM) gekoppelter Polymere (Allen, 
1994; Gabizon und Papahadjopoulos, 1992) sind die verwendeten Fluorospheres durch 
ihre Oberflächenstruktur und Ladung nicht inert, adsorbieren unspezifisch und werden 
phagozytiert. 4 µm große Fluorospheres wurden ausschließlich im Milzgefäßsystem 
detektiert. Auch in diesem Versuchsansatz konnte kein Zusammenhang mit der 
Expression von Lodavin und der organspezifischen Ansammlung bestätigt werden. Der 
Ligand wurde gleichermaßen in transgenen wie auch Wildtyp Tieren detektiert. 
Quantitative Unterschiede waren nicht ersichtlich. Eine mögliche Erklärung könnte die 
physiologische Funktion der Milz bei der Blutmauserung sein. Das Gefäßsystem der Milz 
ist spezialisiert auf das Abfangen und den Abbau alter Erythrozyten, die durch ihre rigide 
Struktur in diesem akkumulieren, aus dem Blut gefiltert und phagozytiert werden. Die 
Größe von 4 µm entspricht in etwa denen der Erythrozyten, was Grund für die 
Akkumulierung im Gefäßsystem der Milz sein könnte.  
Derzeit ist die Generierung von Nanopartikel zum Transport von Proteinen, Peptiden, 
Medikamenten oder Genen für diagnostische oder therapeutische Anwendungen 
Gegenstand der Forschung (zusammengefasst in Panyam und Labhasetwar, 2003). Solche 
Studien fokussieren vornehmlich auf den Einfluss der Partikelgröße (Desai et al., 1997; 
Zauner et al., 2001) und deren Oberflächenbeschaffenheit (Jain et al., 2000; Moghimi et 
al., 2001) zur optimierten intrazellulären Aufnahme wie auch auf die verbesserte gewebe- 
oder zellspezifische Wirkstofffreisetzung am Zielort. So wurden bereits Nanopartikel 
entwickelt, die durch den Einbau eines αvβ3-Integrin-Antagonisten bzw. eines Anti-Flk-1-
Antikörpers eine gezielte Akkumulierung im Endothel experimenteller Tumoren 




des therapeutischen Agens dienten die Nanopartikel als Transportsystem des 
Radionuklids 90Y oder dem Gentransfer einer dominant-negativen RAF Kinase. In beiden 
Fällen konnte durch die gezielte Akkumulierung am Tumorendothel eine 
Tumorregression beobachtet werden. Denkbar wäre, dass durch Substitution des 
Antikörpers gegen Biotin solche Nanopartikel als universelle Liganden für das 
Lodavin/Scavidin-System dienen könnten. Der wesentliche Vorteil wäre, dass die 
Bindung eines biotinylierten Nanopartikels an Avidin des Fusionsproteins um das 106-
fache stärker ist als die Interaktion zwischen dem Antikörper eines Nanopartikels und 
dem Epitop auf der Tumoroberfläche. Damit würde dieser effizienter am Tumorgewebe 
akkumulieren und zu einer Erhöhung der lokalen Wirkstofffreisetzung führen. Eine 
Reduktion unspezifischer Nebenwirkungen in anderen Geweben könnte erzielt werden. 
Zudem könnten dieselben Nanopartikel nach zellspezifischer Expression der 
Fusionsproteine Anwendung in anderen Geweben finden. Erst kürzlich wurde die 
Synthese biotinylierter Nanopartikel publiziert, die als Vehikel der Therapeutika „All-
trans-Retinoic Acid“ (ATRA) bzw. Adriamycin (ADR) vorgestellt wurden (Kim und 
Kim, 2003; Na et al., 2003). In vivo könnten diese als Liganden im vorgestellten 
Lodavin/Scavidin-System auf ihre Wirksamkeit hin untersucht werden. 
Trotz präklinischer und klinischer Anwendungen Avidin-Biotin-basierender Methoden, 
ist es derzeit nicht möglich, biotinylierte Verbindungen für diagnostische oder 
therapeutische Zwecke kommerziell zu erwerben. Dies verweist auf die Problematik bei 
der Generierung optimierter biotinylierter Transporter, die als Vehikel Radionuklide, 
Medikamente oder Gene für in vivo Anwendungen sicher zum Zielgewebe transportieren. 
Erste Studien mit den biotinylierten Chemotherapeutika Camptothecin oder Irinotecan an 
kultivierten Zellen zeigten, dass Lodavin-exprimierende Zellen denselben IC50-Wert 
aufwiesen, wie Zellen, die das unbiotinylierte toxische Agens erhielten (persönliche 
Mitteilung von S. Ylä-Herttuala). Ein möglicher Grund könnte der lipophile Charakter der 
Chemotherapeutika sein, so dass der Durchtritt durch die Zellmembran durch die 
Lodavin-vermittelte Bindung nicht weiter verstärkt wird. Zudem stellt die Funktion der 
endogene Biotinidase ein wesentliches Problem dar, das mit dem System interferieren 
kann. Die Biotinidase ist ein ubiquitäres Enzym, das im Serum in mikromolaren und 
damit höheren Konzentrationen als Biotin vorliegt (Chauhan und Dakshinamurti, 1988). 
Es verfügt über zwei Bindungsstellen für Biotin mit einer Affinität von Kd=3x10-9 M und 
Kd=6x10-10 M (Hymes et al., 1997). Endogen katalysiert die Biotinidase die Spaltung der 




Biotin und Lysin führt. Um zu verhindern, dass biotinylierte Verbindungen für 
therapeutische Zwecke der Hydrolyse durch die Biotinidase unterliegen, sollen 
Modifizierung der Biotinamidbindung diese resistent gegenüber dem Enzym machen. So 
konnten biotinylierte Konjugate durch Substitutionen am α-Kohlenstoffatom, 
Alkylierungen der Amidgruppe oder die Konjugation von Biotin über einen N-
Methyllinker der Biotinidaseaktivität im Serum widerstehen (van Gog et al., 1998; Wilbur 
et al., 1997). Auch die Generierung neuer Biotinderivate mittels makrozyklischer 
Chelatoren wie DOTA (1,4,7,10-tetraazacyclododekan-1,4,7,10-tetraacetic Acid) eröffnen 
Möglichkeiten, um der Spaltung durch die Biotinidase zu entgehen. So zeigten neuste 
Studien eines biotinylierten DOTA-90Y Konjugates viel versprechende Verbesserungen, 
die für Radioimmuntherapien von Vorteil wären (Sabatino et al., 2003).  
Zusammenfassend wurden durch die Generierung Flk-1-Lodavin und Flk-1-Scavidin 
transgener Mäuse mit der vorliegenden Arbeit erstmals therapeutische Gene 
endothelzellspezifisch während der Neovaskularisierung experimenteller Tumoren 
exprimiert, deren Expression im übrigen Endothel weitestgehend abgeschaltet ist. Auch 
konnte erstmals histologisch gezeigt werden, dass der retrovirale Gentransfer im Co-
Injektionsmodell von BFS-1 Fibrosarkomen mit GP+E86 Zellen ausschließlich in einer 
endothelzellspezifischen Expression des eingebrachten Gens, hier Lodavin, resultiert. In 
vivo Bindungsstudien bestätigen das Lodavin-System als neuartige und effiziente 
Methode zur zielgerichteten Akkumulierung eines systemisch verabreichten Liganden im 
Zielgewebe. Dennoch wird deutlich, dass trotz der hohen Bindungsaffinität von Biotin zu 
Avidin die spezifische Ansammlung des Liganden im Zielgewebe stark von dessen 
chemischer Zusammensetzung und Ladung abhängt. In Zusammenarbeit mit den 
Kooperationspartnern sollte die Generierung und das systematische Austesten geeigneter 
Konjugate sowie möglicher therapeutischer und/oder diagnostischer Verbindungen für 







IV.2 Einfluss dominant-negativer Transkriptionsfaktoren auf die 
Tumorangiogenese 
Bevor Tumoren eine Größe von wenigen Kubikmillimetern überschreiten können, ist die 
Bildung neuer Blutgefäße zur Versorgung des wachsenden Tumors nötig (Hanahan und 
Folkman, 1996). Im Wesentlichen umfasst dieser Prozess die Ablösung von Perizyten zur 
Destabilisierung benachbarter Gefäße, die Degradation der Basalmembran und der 
interstitiellen Matrix durch Proteasen, die Migration und Proliferation der Endothelzellen, 
die Ausbildung tubulärer Strukturen sowie die Stabilisierung der Gefäße durch die 
Anlagerung von Perizyten. Dabei ist das System aus VEGF und seiner Rezeptoren 
VEGFR-1 (Flt-1) und VEGFR-2 (Flk-1) essentiell. Dessen Beteiligung an der 
Neovaskularisierung von Tumorgewebe wurde in zahlreichen in vivo Hemmstudien 
bestätigt. So wurde die Überexpression löslicher VEGFR-2 Fragmente (Kou et al., 2004; 
Lin et al., 1998; Tseng et al., 2002) oder Mutanten der Rezeptor-Tyrosin-Kinasen, die zur 
Bindung des Liganden, nicht aber zur intrazellulären Signaltransduktion fähig sind 
(Heidenreich et al., 2004; Machein et al., 1999; Millauer et al., 1996), als anti-angiogene 
Modelle beschrieben. Niedermolekulare Verbindungen, die selektiv die 
Autophosphorylierung der Rezeptor-Tyrosin-Kinase Flk-1 inhibierten, führten zur 
Hemmung des Wachstums experimenteller Tumoren (Ciardiello et al., 2004; Mendel et 
al., 2000; Ruggeri et al., 2003; Sun et al., 2004). Die spezifische Degradation der mRNA 
von VEGF-Rezeptoren durch synthetische Ribozyme (Pavco et al., 2000) oder von VEGF 
durch siRNA resultierte im Tiermodell in gehemmten Wachstum solider Tumoren und 
deren Metastasierung (Takei et al., 2004). Darüber hinaus führte die Applikation 
neutralisierender monoklonaler anti-VEGF Antikörper (Asano et al., 1995; Borgstrom et 
al., 1998; Kim et al., 1993; Warren et al., 1995) oder anti-Flk-1 Antikörper, die eine 
Blockierung der Rezeptorbindungsstellen bewirkten (Sweeney et al., 2002; Zhang et al., 
2002), zu einer signifikanten Hemmung der Tumorangiogenese. Zu beachten ist jedoch, 
dass diese Studien alle an schnell wachsenden experimentellen Tumormodellen 
durchgeführt wurden, die über einen hohen endothelialen Proliferationsindex verfügen, 
der mit dem endogener Tumoren von Patienten nicht zu vergleichen ist (zusammengefasst 
bei Denekamp, 1993). Der angiogene Status und die Heterogenität der Gefäßreifung eines 
Tumors in situ, sowie einer Tumorart bei verschiedenen Patienten bzw. verschiedener 
Tumortypen variiert erheblich und nimmt damit maßgeblich Einfluss auf den klinischen 
Erfolg einer anti-angiogenen Therapie (Eberhard et al., 2000). Zahlreiche der am 




Studien getestet (zusammengefasst bei Ferarra et al., 2004). Erst kürzlich wurde die 
weltweit erste Phase-III-Studie bei metastasierenden kolorektalen Karzinomen mit dem 
rekombinanten und humanisierten, monoklonalen VEGF-Antikörper Bevacizumab 
(Avastin, Genentech) präsentiert, die das Behandlungskonzept der Anti-Angiogenese in 
Kombination mit einer konventionellen Chemotherapie bestätigte (Hurwitz et al., 2004). 
Die signifikante Verlängerung der Überlebenszeit von Patienten war darauf 
zurückzuführen, dass die Behandlung mit Bevacizumab u.a. zu einer Abnahme der 
Perfusion, des vaskulären Volumens und der mikrovaskulären Kapillardichte innerhalb 
des Tumors führte, wodurch ein verminderter interstitieller Tumorinnendruck den Zugang 
der Chemotherapeutika in das tumorale Gewebe erleichterte (Willett et al., 2004). Mit 
wenigen Ausnahmen, wie z.B. ZD6474 (Astra Zeneca), einem oralen Inhibitor der 
Tryosinkinase von VEGF Rezeptoren und des EGF-Rezeptors, interferieren diese 
therapeutischen Ansätze generell mit einer Komponente des Systems (VEGF oder 
VEGFR), das die Tumorangiogenese kontrolliert. Die Blockierung der transkriptionellen 
Regulation angiogeneserelevanter Gene könnte eine viel versprechende Alternative zur 
Hemmung der Gefäßneubildung von Tumoren sein. Der Vorteil gegenüber 
herkömmlichen Methoden wäre, dass die Blockierung eines Signalwegs durch Hemmung 
eines endothelialen Transkriptionsfaktors Auswirkung auf die Expression mehrerer 
Zielgene nehmen kann. 
Einige der aus der großen Familie der Ets-Faktoren stammenden Mitglieder wie Ets-1, 
aber auch Fli-1, Erg, TEL1 und NERF-2 („new Ets-related factor-2“) werden in 
Endothelzellen und deren Vorläufern exprimiert (Pardanaud und Dieterlen-Lievre, 1993; 
Sato, 2001; Vandenbunder et al., 1989). Dabei ist die transiente Expression von Ets-1 
streng mit der Aktivierung von Endothelzellen assoziiert, womit dieser 
Transkriptionsfaktor ein mögliches Kandidatengen zur Hemmung endothelialer 
Signalwege darstellt. Die von Tumorzellen sezernierten Wachstumsfaktoren VEGF, 
bFGF oder TNFα stimulieren parakrin die Expression des Transkriptionsfaktors Ets-1 in 
angrenzenden Endothelzellen und vaskulären Muskelzellen. Ets-1 wiederum aktiviert die 
Expression von Zielgenen, die einen angiogenen und invasiven Phänotyp hervorrufen, 
womit Ets-1 maßgeblich an der transkriptionellen Regulation der Endothelzelle während 
der Neovaskularisierung beteiligt ist. Auch das Mikromilieu innerhalb eines Tumors 
könnte die Expression von Ets-1 regulieren. Als kompensatorische Antwort auf einen 
lokalen Sauerstoffmangel innerhalb des schnell proliferierenden Tumorgewebes nimmt 




dass HIF1 einen direkten stimulatorischen Einfluss auf die Aktivität des ets-1 Promotors 
besitzt (Oikawa et al., 2001). Kultivierte bovine Endothelzellen der Retina zeigten eine 
Hypoxie-induzierte Ets-1 Expression auf mRNA Ebene, die sich jedoch durch 
neutralisierende anti-VEGF Antikörper unterdrücken ließ (Watanabe et al., 2004). Dies 
spricht dafür, dass die Expression von VEGF die Primärantwort auf das hypoxische 
Umfeld ist, die sekundär zur Stimulierung der Ets-1 Expression führt. 
Zahlreiche Studien bestätigen die Abhängigkeit des angiogenen Phänotyps der 
Endothelzellen von Ets-1. So zeigten DNA-Microarray Analysen, dass die adenovirale 
Überexpression von Ets-1 in HUVECs zu einer Induktion 22 verschiedener 
angiogeneserelevanter Gene führte, von denen sieben mehr als 2,5-fach erhöht waren 
(Teruyama et al., 2001). In Endothelzellen stimuliert Ets-1 die Expression 
matrixdegradierender Proteinasen wie uPA (Iwasaka et al., 1996) oder MMP-1, MMP-3 
und MMP-9 (Sato, 1998), die für die Degradation der Basalmembran nötig sind. Ebenso 
konnte eine Ets-1 vermittelte Expression von β3-Integrin gezeigt werden, einer 
Untereinheit der endothelialen Integrin-Rezeptorfamilie, die fördernd auf die Migration 
von Endothelzellen wirken (Oda et al., 1999). Auch der Einfluss von Ets-1 auf die 
Expression von VE-Cadherin, einem Kalzium-abhängigen endothelzellspezifischen 
Adhäsionsmolekül, das u.a. für die Ausbildung tubulärer Strukturen verantwortlich ist, 
wurde demonstriert (Lelievre et al., 2000; Vittet et al., 1997). Für die Expression der 
Rezeptor-Tyrosin-Kinasen Tie-1 (Iljin et al., 1999) und Tie-2 (Schlaeger et al., 1997), die 
essentiell für die Remodellierung bestehender Gefäße sind, konnte eine Abhängigkeit von 
Ets-1 Bindungsstellen demonstriert werden. Außerdem wurde erst kürzlich die 
Aktivierung des humanen Ang-2 Promotors durch Ets-1 (Hasegawa et al., 2004; Hegen et 
al., 2004) publiziert. Reportergen Analysen zeigten, dass Ets-1 stimulierend auf die 
Promotoren der VEGF-Rezeptoren Flt-1 (Morishita et al., 1995; Wakiya et al., 1996) und 
Flk-1 (Elvert et al., 2003; Kappel et al., 1999; Kappel et al., 2000) wirkt, die als die 
wesentlichen Rezeptoren der VEGF-vermittelten Tumorangiogenese betrachtet werden.  
In vivo Daten stützen die Ets-1-abhängige Regulation endothelialer Rezeptor-Tyrosin-
Kinasen. So konnte eine Korrelation der endothelzellspezifischen Genexpression 
zwischen ets-1 und flt-1 während des Wachstums humaner Astrozytome bestätigt werden 
(Valter et al., 1999). Mutantionsanalysen des murinen flk-1 Promotors zeigten, dass eine 
der zwei funktionalen Ets-Bindungsstellen (EBS) für die Stärke der 
endothelzellspezifischen Reportergenexpression im transgenen Mäuseembryo essentiell 




solche für Mitglieder der SCL/Tal-1- bzw. GATA-Familie entscheidend (Kappel et al., 
2000). All diese Untersuchungen belegen, dass Ets-1 aufgrund seines positiven Einflusses 
auf die Expression zahlreicher endothelzellspezifischer Moleküle von entscheidender 
Bedeutung für angiogene und invasive Prozesse ist. In der vorliegenden Arbeit sollte 
daher untersucht werden, welche Auswirkung die Blockierung Ets-1-vermittelter 
Signalwege auf die Tumorangiogenese nimmt. Hierzu sollte eine dominant-negative Ets-1 
Mutante (dnEts-1) aus den Aminosäuren 306-423 (Mattot et al., 2000) während des 
Tumorwachstums überexprimiert werden und als mögliches anti-angiogenes Modell für 
die Therapie untersucht werden. 
Die verwendete Deletionsmutante dnEts-1 bestand aus der DNA-Bindungsdomäne (DBD 
oder ETS) und der Kernlokalisationssequenz, während die Transaktivierungsdomäne 
(TAD) und die α-helikale Domäne (PNT) für die Interaktion mit anderen Proteinen 
deletiert waren. Auch die größten Teile des Autoinhibitionsmoduls (ID) waren entfernt 
(Abb. III.2.1 A). In vitro wurde bestätigt, dass diese Mutante Ets-1-abhängige Signalwege 
inhibieren kann. Dazu wurde der 939 bp große flk-1 Promotor verwendet, der über zwei 
funktionale EBS verfügt und die Expression des Luziferase Reportergens in vitro reguliert 
(Kappel et al., 2000). Die basale flk-1 Promotoraktivität wurde durch Expression der 
Deletionsmutante dnEts-1 in HUE und A293 Zellen leicht herabgesetzt. Die Ets-1-
vermittelte Aktivierung des flk-1 Promotors wurde signifikant gehemmt (Abb. III.2.1 C 
und D). In keiner der verwendeten Zelllinien konnte eine vollständige Reduzierung der 
Promotoraktivität auf basales Level erreicht werden. Eine mögliche Erklärung könnten 
die unterschiedlichen Expressionsstärken der Transkriptionsfaktoren sein. Die Expression 
von Ets-1 wurde durch den CMV Promotor, die von dnEts-1 dagegen durch die 
retrovirale 5´LTR reguliert. Dennoch zeigten diese in vitro Daten, dass die 
Deletionsmutante einen dominant-negativen Einfluss auf den Ets-1 Wildtyp ausübt.  
Die dominant-negative Wirkung der Deletionsmutante basiert nicht nur auf der Deletion 
der Transaktivierungsdomäne, sondern ist auch auf die Affinität zur Bindung an die DNA 
zurückzuführen. Die Affinität von Ets-1 wird durch die inhibitorischen α-Helices HI1 und 
HI2 des aminoterminalen sowie HI3 des carboxyterminalen Inhibitionsmoduls moduliert. 
Im inhibierten Zustand interagieren HI1, HI2 und HI3 mit der α-Helix H1 der ETS-
Domäne und bewirken eine Konformationsänderung der DNA-Bindungsdomäne 
(Donaldson et al., 1996; Skalicky et al., 1996). Dies wird zusätzlich durch die Ca2+-
abhängige Phosphorylierung von vier Serinresten innerhalb der N-terminalen ID verstärkt 




Ets-1 Wildtyp um die Bindung an die EBS. Durch Deletion der größten Teile der ID 
verfügt die Mutante jedoch über eine höhere Affinität und bewirkt somit eine Blockierung 
des flk-1 Promotors ohne Transaktivierung desselben. Diese Hypothese wird unterstützt 
durch Untersuchungen einer erst kürzlich charakterisierten murinen Spleißvariante des 
Ets-1 Proteins. Das so genannte p42Ets-1 ist um die 261 bp des aminoterminalen 
Autoinhibitionmoduls verkürzt und ähnelt damit dnEts-1. Im Vergleich zu Ets-1 zeigte 
p42Ets-1 im EMSA-Test eine höhere Affinität zur EBS des VE-Cadherin Promotors 
(Lionneton et al., 2003). Die nukleäre Lokalisation von dnEts-1 wurde in der 
vorliegenden Arbeit bestätigt (Abb. III.2.1 B). Auch andere Ets-1 Mutanten, denen N-
terminale und/oder C-terminale Bereiche relativ zur ETS-Domäne fehlten, wiesen eine 
höhere Bindungsaffinität zur DNA auf (Hagman und Grosschedl, 1992; Hahn und 
Wasylyk, 1994; Lim et al., 1992; Nakano et al., 2000). Zudem wurde die dominant-
negative Wirkung einer Ets-1 Mutante durch Protein-Protein Interaktion postuliert, die 
unabhängig von der Bindung an die DNA resultierte (Sieweke et al., 1998). 
Um zu untersuchen, ob die Blockierung Ets-1-abhängiger Signalwege einen negativen 
Einfluss auf die pathophysiologische Angiogenese in vivo nehmen kann, wurde die 
Deletionsmutante endothelzellspezifisch überexprimiert. Hierzu wurde das Modell der 
subkutanen Co-Injektion von Tumorzellen mit virusproduzierenden GP+E86 Zellen 
verwendet (Abb. III.1.12). Wie in dieser Arbeit erstmals histologisch gezeigt werden 
konnte, infizieren in diesem Modell die Retroviren selektiv einsprossende Zellen des 
Gefäßsystems, nicht aber co-injizierte BFS-1 Fibrosarkoma Zellen. Vorangegangene 
Arbeiten demonstrierten, dass es sich bei BFS-1 Fibrosarkomen um stark vaskularisierte 
Tumoren handelt. Eine Abhängigkeit der Tumorprogression vom VEGF/VEGFR-2-
System konnte bestätigt werden (Heidenreich et al., 2004). So resultierte der retrovirale 
Gentransfer von VEGFR-Mutanten, die zur Bindung des Liganden VEGF, nicht aber zur 
Signaltransduktion fähig waren, in einer signifikanten Inhibition des Tumorwachstums 
durch Hemmung der Tumorangiogenese. Diese Ergebnisse führten zu der 
Arbeitshypothese, dass der Einfluss von dnEts-1 auf die transkriptionelle Regulation von 
flk-1 zu einer Hemmung der Expression führen könnte, die sich negativ auf die 
Tumorangiogenese auswirkt. Gleichzeitig könnten weitere für die Tumorangiogenese 
essentielle Ets-1-abhängige Signalwege, wie die Expression matrixdegradierender 
Enzyme oder Adhäsionsmoleküle, blockiert werden.  
Die Analysen der Fibrosarkome zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach subkutaner Co-




einer leichten Abnahme der Flk-1 Expression führte (Abb. III.2.4 A). Das 
Tumorwachstum wurde jedoch nicht beeinflusst. So waren die Größe und das Gewicht 
mit Kontrolltumoren vergleichbar (Abb. III.2.5 A/B). Makroskopisch konnten keine 
morphologischen Veränderungen beobachtet werden (Daten nicht gezeigt). Auch die 
histologischen Untersuchungen unter Verwendung monoklonaler Antikörper gegen 
PECAM-1 und Flk-1 bestätigten keine Veränderungen der Gefäßdichte oder vaskulären 
Morphologie (Abb. III.2.5 C). Eine verminderte Anzahl an Gefäßen durch Hemmung der 
Flk-1 Expression oder anderer angiogeneserelevanter Gene und eine dadurch vermittelte 
Inhibition der Tumorangiogenese konnte histologisch nicht bestätigt werden. Unabhängig 
von der Expression der Deletionsmutante, die mittels RT-PCR Analyse bestätigt wurde 
(Abb. III.2.4 A), traten unterschiedlich stark vaskularisierte Bereiche in den Tumoren auf. 
Um auszuschließen, dass dieses Ergebnis auf den verwendeten Tumortyp zurückzuführen 
war, wurde in der vorliegenden Arbeit der Einfluss von dnEts-1 an einem zweiten 
experimentellen Tumormodell getestet. Hierzu wurden B16 Melanoma Zellen mit 
virusproduzierenden GP+E86 Zellen syngenen Mäusen subkutan co-transplantiert. Die 
Analysen der Tumoren zeigten, dass die Überexpression der Deletionsmutante zu einer 
starken Reduktion der Flk-1 Expression im Tumorgewebe führte (Abb. III.2.6). Auch die 
Expression anderer endothelialer Moleküle, wie NRP-1 oder VE-Cadherin, war 
vermindert (Daten nicht gezeigt). Dennoch wurde auch in den Melanomen kein Einfluss 
der Deletionsmutante auf das Tumorwachstum beobachtet (Abb. III.2.7). So wiesen 
dnEts-1-überexprimierende Tumoren ein mit Kontrolltumoren vergleichbares Wachstum 
auf. Größe, Gewicht und Volumen waren unverändert (Abb. III.2.7 A). Im Vergleich mit 
Kontrolltumoren konnten histologisch keine Veränderungen in der Vaskularisierung der 
dnEts-1-überexprimierenden Melanome beobachtet werden (Abb. III.2.7 B).  
Diese Ergebnisse bestätigten nicht die Arbeitshypothese, dass die Hemmung von Ets-1 
Signalwegen zur Inhibition der pathophysiologischen Tumorangiogenese bzw. des 
Tumorwachstums führt. Generell scheint jedoch der Effekt von dnEts-1 stark vom 
Mikromilieu der Endothelzelle abhängig zu sein, da vorangegangene Arbeiten mit 
derselben oder einer ähnlichen Deletionsmutante die Inhibition der in vitro und der 
physiologischen in vivo Angiogenese demonstrierten. So resultierte die retrovirale 
Expression der Deletionsmutante in morphologischen Veränderungen muriner 
Endothelzellen aus Hirnkapillaren oder Aorten. Dies äußerte sich in einer verstärkten 
Ausbildung von fokalen Adhäsionskontakten und ging in Abhängigkeit des Zelltyps mit 




gehemmten Expression von VE-Cadherin einher (Lelievre et al., 2000). Proliferation und 
Migration wurden nicht beeinflusst. Die adenovirale Überexpression einer ähnlichen 
Mutante (TMEts-1, codierend für die Aminosäuren 322-440) in Zellen der Linie MSS31, 
isoliert aus der Milz neugeborener Mäuse (Nakano et al., 2000), sowie bovinen 
Endothelzellen der Retina (Watanabe et al., 2004) führte hingegen zu einer Reduzierung 
der Proliferation, Migration und Invasion sowie zu einer verminderten Fähigkeit zur 
Tubulogenese. Diese differenten Ergebnisse der in vitro Studien weisen darauf hin, dass 
bereits Unterschiede der Expressionsregulation und der damit einhergehenden 
Expressionsstärke zu verschiedenen phänotypischen Veränderungen kultivierter 
Endothelzellen führen. Zudem wurden für die Untersuchungen unterschiedliche Zelllinien 
verwendet. In vivo Modelle bestätigten jedoch den inhibitorischen Effekt beider Ets-1 
Mutanten auf die physiologische Angiogenese. So führte die retrovirale Überexpression 
der dnEts-1 zur Hemmung der FGF-induzierten Angiogenese im Ohr-Implantat-Modell 
(Pourtier-Manzanedo et al., 2003). Die Überexpression von TMEts-1 im subkutanen 
Matrigel-Test resultierte in einer signifikanten Inhibition der Gefäßbildung (Nakano et al., 
2000) bzw. in der Hemmung der Neovaskularisierung im Modell der proliferativen 
Retinopathie (ROP) an Mäusen (Watanabe et al., 2004). Die durch Überexpression 
dominant-negativer Ets-1 Proteine erzielten Daten sind konsistent mit Ergebnissen aus 
antisense Studien. Die Hemmung der Ets-1 Expression durch ets-1 antisense 
Oligodesoxynukleotide (ODN) wurde an kultivierten HUVECs und BAECs gezeigt. Die 
endogen induzierte Migration und Proliferation der Endothelzellen konnte blockiert 
werden und war auf eine inhibierte Expression der Ets-1 Zielgene uPA und MMP-1 
zurückzuführen (Iwasaka et al., 1996; Yasuda et al., 1999). In vivo führte die Gabe von 
antisense ODN zu einer verminderten Ausbildung neuer Blutgefäße mit verkleinerten 
Lumen im Angiogenesemodell des Chorio-Allantois-Membran Tests (Wernert et al., 
1999) und konnte eine Hemmung der HGF-induzierten Angiogenese im ischämischen 
Rattenmodell erzielt werden (Tomita et al., 2003). Im Hühnerembryo resultierte die i.v. 
Injektion von Retroviren codierend für antisense ets-1 und ets-2 u.a. in einer gestörten 
Entwicklung der Koronargefäße (Lie-Venema et al., 2003).  
Eine mögliche Erklärung für die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit könnte sein, dass das 
Mikromilieu des Tumors sich von dem anderer in vivo Angiogenese-Modelle, wie dem 
Matrigel- oder CAM-Tests, unterscheidet. All diese Studien basieren auf Hemmung der 
physiologischen Angiogenese. Keine dieser Publikationen fokussierte auf die Blockierung 




Pourtier-Manzanedo et al. zeigten, dass sich aus transplantierten retrovirusproduzierenden 
GP+E86 Zellen, codierend für dnEts-1, Tumoren entwickelten, die im Vergleich mit 
Kontrolltumoren eine Reduktion der Gefäßdichte mit einer veränderten Morphologie 
aufwiesen. Das Tumorwachstum wurde nicht beeinflusst (Pourtier-Manzanedo et al. 
2003). Dennoch ist dieses System fraglich. GP+E86 Zellen sind keine Tumorzellen 
sondern modifizierte NIH 3T3 Fibroblasten, die durch Integration retroviraler Gene die 
Fähigkeit erhalten haben, replikationsdefiziente Retroviren zu produzieren. Die von 
Pourtier-Manzanedo et al. beschriebene Reduktion der Gefäßdichte wurde nicht 
quantifiziert und in einen statistisch Zusammenhang zu Gefäßen von Kontrolltumoren 
gebracht. 
Eine weitere Erklärung für das Ausbleiben einer dnEts-1-vermittelten Inhibition der 
Tumorangiogenese könnte die Redundanz einzelner Ets-Faktoren sein. So demonstrierten 
zwei unabhängige Studien an ets-1 „knock-out“ Mäusen, dass Ets-1 trotz prädominanter 
Expression in Endothelzellen und Beteiligung an der transkriptionellen Regulation 
angiogener Prozesse während der Embryonalentwicklung für die Vaskulogenese nicht 
essentiell ist (Bories et al., 1995; Muthusamy et al., 1995). Die endothelzellspezifische 
Co-Expression anderer Ets-Familienmitglieder wie Erg oder Fli-1 sprechen für eine 
funktionale Redundanz dieser Transkriptionsfaktoren während der Gefäßbildung im 
Embryo (Lelievre et al., 2001; Maroulakou und Bowe, 2000), die auch während der 
Tumorangiogenese vorliegen und für das Ausbleiben eines anti-angiogenen Effekts 
sprechen könnten. Dagegen spricht, dass einige der Ets-Faktoren an ähnliche DNA-
Sequenzen mit dem GGAA/T Kernmotiv der EBS binden. Damit ist nicht auszuschließen, 
dass dnEts-1 die Bindung und damit Funktion verschiedener Mitglieder der 
Transkriptionsfaktorfamilie inhibiert. Dies wurde in der vorliegenden und vorherigen 
Arbeiten jedoch nicht analysiert.  
Neben Endothelzellen exprimieren auch stromale Fibroblasten invasiver Tumoren, 
inflammatorische Zellen oder Tumorzellen Ets-1 und andere Ets-Faktoren. So sind 
zahlreiche murine und humane Tumoren wie maligne Melanome (Rothhammer et al., 
2004), Lungen- (Bolon et al., 1995), Mamma- (Behrens et al., 2001b) und 
Ovarialkarzinome (Behrens et al., 2001a; Khatun et al., 2003) beschrieben worden, die 
mit einer Aktivierung der Ets-1 Expression einhergehen. Generell korreliert hierbei das 
Expressionslevel mit dem Grad der Metastasierung oder des invasiven Charakters der 
malignen Erkrankung und wird als prognostischer Faktor diskutiert (Adam et al., 2003; 




die Expression matrixdegradierender Enzyme, die die perizelluläre Proteolyse stromaler 
Strukturen bewirken. So konnte die Co-Expression einiger dieser Enzyme mit Ets-1 in 
Fibroblasten des Tumorstromas und in Abhängigkeit des Tumortyps auch in Tumorzellen 
selbst bestätigt werden (Behrens et al., 2003; Bolon et al., 1995; Davidson et al., 2001). In 
beiden experimentellen Tumormodellen der vorliegenden Arbeit wurde eine Expression 
von endogenem Ets-1 auf mRNA Ebene nachgewiesen (Abb. III. 2.4 A und Abb. III.2.6). 
Die Überexpression der Deletionsmutante, selbst durch vierfachen Überschuss der 
retrovirusproduzierenden Zellen, führte jedoch in keinem der Systeme zu einem 
veränderten Tumorwachstum. Dementsprechend könnte aufgrund eines sehr hohen 
endogenen Ets-1 Gehalts im Tumorgewebe die durch den retroviralen Gentransfer erzielte 
Überexpression der Deletionsmutante für einen dominant-negativen Einfluss 
unzureichend sein. 
Die Daten dieser Arbeit demonstrieren, dass trotz der wichtigen Funktion von Ets-1 bei 
angiogenen Prozessen der Endothelzellen eine alleinige Blockierung der Ets-1 
Signalwege nicht ausreicht, um die pathophysiologische Gefäßbildung bzw. die 
Tumorprogression zu beeinflussen. Nicht zuletzt ist Ets-1 jedoch nur ein Faktor aus einem 
Komplex von Transkriptionsfaktoren, der die Expression angiogeneserelevanter Gene, 
wie flk-1, reguliert. Denkbar wäre, dass die Reduktion der Flk-1 Expression durch 
alleinige Blockierung eines Transkriptionsfaktors nicht ausreicht, um Flk-1 unter einen 
kritischen Schwellenwert zu regulieren, der für einen anti-angiogenen Effekt ausreicht. So 
zeigten in vitro und in vivo Studien eine Abhängigkeit der Flk-1 Expression von 
Transkriptionsfaktoren der HIF-, SCL/Tal-, GATA- und HoxB5-Familien, die ebenso 
endothelial vorliegen (Dorfman et al., 1992; Ema et al., 1997; Kallianpur et al., 1994; 
Kappel et al., 1999; 2000; Tian et al., 1997; Wu et al., 2003).  
Dabei stellt speziell HIF2 ein wichtiges Kandidatengen dar, um mit der transkriptionellen 
Regulation in Endothelzellen zu interferieren. Für die Entwicklung und das Wachstum 
solider Tumoren spielt der intratumorale Sauerstoffgehalt eine entscheidende Rolle. 
Übersteigt das Tumorwachstum die maximale O2-Diffusionsstrecke von 100-200 µm aus 
angrenzenden Blutgefäßen, treten innerhalb des Tumors lokale hypoxische Regionen auf. 
HIFs sind heterodimere Transkriptionsfaktoren, deren α-Untereinheiten unter Normoxie 
für den proteasomalen Abbau markiert und rasch abgebaut werden. Unter hypoxischen 
Bedingungen hingegen akkumulieren sie, translozieren in den Zellkern und binden als αβ-
Heterodimere mit dem konstitutiv exprimierten ARNT (HIF1β) an Hypoxie-responsive 




endothelzellspezifisch exprimiert wird (Ema et al., 1998; Flamme et al., 1997, Tian et al., 
1997), gilt er als essentieller intrinischer Vermittler der Hypoxieantwort in 
Endothelzellen. Neuste in vivo Studien zeigten, dass die Rezeptor-Tyrosin-Kinasen flt-1, 
flk-1 und tie-2 Zielgene von HIF2α sind. So resultierte die adenovirale Überexpression 
von HIF2α im murinen Wundheilungsmodell in einer Induktion der Expression dieser 
Rezeptoren (Takeda et al., 2004). Umgekehrt führte die Blockierung von HIF-
Signalwegen durch endothelzellspezifische Überexpression einer HIF2α 
Deletionsmutante (dnHIF2α) während der Embryonalentwicklung zu einer letalen 
Störung der physiologischen Angiogenese und Herzentwicklung. Dies war 
zurückzuführen auf eine vollständige Hemmung der Expression von Flt-1 und Tie-2, 
sowie auf einer fünfzig prozentigen Reduktion der Flk-1 Expression. Diese Daten lassen 
den Schluss zu, dass die HIF-vermittelte Regulation endothelialer Rezeptoren für 
angiogene Faktoren effizient in kompensatorisches Gefäßwachstum umgesetzt wird, was 
auch Relevanz für pathophysiologische Fragestellungen bei der Tumorprogression haben 
könnte. Zudem weisen diese Daten darauf hin, dass für eine vollständige Hemmung der 
Flk-1 Expression, die Blockierung mehrerer Signalwege nötig ist. Reportergenstudien und 
Mutationsanalysen stützen diese Hypothese. Der stimulatorische Effekt von HIF2α nicht 
aber von HIF1α auf die Promotoraktivität des flk-1 Gens konnte bestätigt werden (Kappel 
et al., 1999). Dabei erfolgte die Bindung von HIF2α an ein HRE-ähnliches Motiv (HBS) 
in direkter Nachbarschaft einer Ets-Bindungsstelle, die somit zusammen ein positiv-
regulatorisches Element bilden (HBS/EBS). Durch Interaktion von HIF2α mit Ets-1 
wirkten diese synergistisch und führten zu einer mehr als additiven Co-Aktivierung der 
flk-1 regulierten Reportergenexpression in vitro. In vivo resultierte die Deletion einer der 
Bindungselemente in einer moderaten Abschwächung der Reportergenexpression, 
während die Mutation beider HBE/EBS Elemente zu einer vollständigen Inhibition der 
endothelzellspezifischen LacZ Expression im transgenen Embryo führte (Elvert et al., 
2003).  
Diese Daten sprechen dafür, in zukünftigen Arbeiten HIF-Signalwege 
endothelzellspezifisch im Gefäßsystem experimenteller Tumoren zu blockieren, um die 
Auswirkung auf die pathophysiologische Angiogenese zu analysieren. Analog zur 
retroviralen Überexpression von dnEts-1 soll das endothelzellspezifische System der Co-
Injektion experimenteller Fibrosarkome und Melanome angewandt werden. Die endogene 
Expression des HIF2 Wildtyp Transkriptionsfaktors wurde bereits in beiden Tumortypen 




Deletionsmutante (dnHIF2α) zur Generierung der Viren in einen retroviralen Vektor 
kloniert. Innerhalb der Mutante sind die beiden Transaktivierungsdomänen TAD C und 
TAD N, die sauerstoffabhängige Degradationsdomäne (ODD) sowie Teile der DNA-
Bindungsdomäne (bHLH) deletiert (Abb. III.2.8 A; Elvert et al., 2003). Damit codiert 
dnHIF2α für die Aminosäuren 24-325 des Wildtyp Transkriptionsfaktors. In vitro wurde 
gezeigt, dass die Mutante HIF-abhängige Signalwege inhibieren kann. Hierzu wurde der 
939 bp große flk-1 Promotor verwendet, der über zwei funktionale HBS verfügt und die 
Expression des Luziferase Reportergens steuert (Elvert et al., 2003; Kappel et al., 2000). 
Die basale flk-1 Promotoraktivität wurde durch dnHIF2α Expression in HUE und A293 
Zellen herabgesetzt. Die HIF2-vermittelte Aktivierung des flk-1 Promotors wurde in 
Abhängigkeit der dnHIF2 Konzentration signifikant gehemmt (Abb. III.2.8 C und D). 
Diese in vitro Experimente lassen den Schluss zu, dass die Mutante einen dominant-
negativen Effekt auf Wildtyp HIFs ausübt.  
Ein möglicher Mechanismus, wie dnHIF2 die Hypoxie-Signalwege inhibiert, ist die 
Bindung der HIF1β Untereinheit. Durch die verbleibenden PAS A und B Domänen 
vermag dnHIF2α mit der HIF1β Untereinheit zu dimerisieren und an die HRE zu binden. 
Damit ist die Transaktivierung der Zielgene blockiert und HIF1β steht für andere α-
Untereinheiten im Zellkern nicht mehr zur Verfügung. Die nukleäre Lokalisation von 
dnHIF2α wurde in der vorliegenden Arbeit bestätigt (Abb. III.2.8 B). Erst kürzlich wurde 
ein endogener negativer Regulator der Hypoxie-induzierbaren Genexpression gefunden 
(Makino et al., 2002). Dieser als IPAS (inhibitorisches PAS-Domänen Protein) 
bezeichnete Faktor ist eine Spleißvariante der HIF3α Untereinheit. Er besitzt starke 
Homologie zu den bHLH PAS Domänen von HIF1α und HIF2α, verfügt aber über keine 
Transaktivierungsdomäne. Damit ähnelt er in seiner Proteinstruktur sehr der hier 
verwendeten Deletionsmutante. Endogen konnte IPAS in Purkinje Zellen und im Epithel 
der Cornea lokalisiert werden. Durch Bildung nicht funktionsfähiger Komplexe mit HIFs 
scheint er für den avaskulären Phänotyp dieser Gewebe verantwortlich zu sein. In vitro 
zeigte die Expressionen von IPAS einen dominant-negativen Effekt auf die HIF1α- und 
HIF2α-vermittelte Reportergenexpression. IPAS-exprimierende Hepatome wiesen in 
immundefizienten SCID Mäusen ein inhibiertes Wachstum mit reduzierter Gefäßdichte in 
Vergleich zu Kontrolltumoren auf (Makino et al., 2001). Diese Daten lassen vermuten, 
dass dnHIF2α als Inhibitor der Vaskularisierung experimenteller Tumoren dienen kann, 
was in zukünftigen Arbeiten untersucht werden soll. Publizierten Daten zur Blockierung 




Lediglich eine in vivo Studie demonstrierte eine HIF2-Abhängigkeit des pathologischen 
Gefäßwachstums im Modell der Retinopathie (ROP) an Mäusen (Morita et al., 2003). Die 
physiologische Gefäßbildung der Retina von „knock-down“ Mäusen (HLFkd/kd), die 20-
80% weniger HIF2 exprimierten, verlief normal. Im ROP-Modell hingegen zeigten diese 
Mäuse verglichen mit Wildtyp Tieren keine proliferative Vaskularisierung der Retina. 
Unerwartet blieb die Expression von VEGF, Flt-1, Flk-1 und Tie-2 unverändert. 
Lediglich die Expression von Erythropoietin (Epo) war erniedrigt und verweißt auf die 
Schlüsselfunktion dieses Faktors im angewandten Modell. 
Die endotheliale Blockierung HIF2-abhängiger Signalwege durch die retrovirale 
Überexpression der dnHIF2α Mutante stellt eine zusätzliche Möglichkeit dar, weitere 
Erkenntnisse zur spezifischen Rolle von HIFs bei der pathophysiologischen 
Gefäßneubildung, speziell bei der Neovaskularisierung von Tumorgewebe, zu gewinnen. 
Dies als mögliches anti-angiogenes Modell, auch in Co-Expression mit dnEts-1, für die 







Lodavin und Scavidin (Lehtolainen et al., 2002; 2003) sind membranständige 
Fusionsproteine, die aus Anteilen eines endozytotischen Rezeptors und einer 
extrazellulären Avidindomäne bestehen. Aufgrund der physikochemischen Eigenschaften 
von Biotin, die eine Kopplung an Chemotherapeutika, Radionuklide oder Zytokine 
zulassen sowie dessen außergewöhnlich hohen Affinität zu Avidin, könnten die 
Fusionproteine im Rahmen gentherapeutischer Anwendungen von klinischem Nutzen 
sein. Um Lodavin oder Scavidin für die Diagnostik bzw. anti-angiogene Therapie 
maligner Erkrankungen einzusetzen und Nebenwirkungen auf den gesamten Organismus 
zu minimieren, sollten diese spezifisch im Tumorendothel exprimiert werden. Aufgrund 
der starken und transienten endothelspezifischen Induktion der Flk-1 Expression während 
der Tumorangiogenese sind regulatorische Elemente des flk-1 Gens für diesen Zweck 
besonders geeignet und wurden in der vorliegenden Arbeit für die Expression der 
Fusionsproteine in transgenen Mäusen verwendet. Die Analyse der Flk-1-Lodavin und 
Flk-1-Scavidin transgenen Tiere zeigte eine spezifische endotheliale Expression beider 
Fusionsproteine in allen embryonalen Organsystemen, außer der Lunge Flk-1-Lodavin 
transgener Embryonen. Die Expression führte zu keinen phänotypischen Veränderungen 
während der Embryonalentwicklung. In adulten Tieren war keine Expression der 
Transgene zu beobachten. Einzige Ausnahme waren Gefäße der Milz Flk-1-Lodavin 
transgener Mäuse. Die Analyse experimenteller BFS-1 Fibrosarkome zeigte, dass beide 
Fusionsproteine während der Neovaskularisierung der Tumoren exprimiert wurden. 
Damit wurden erstmals genregulatorische Elemente von flk-1 für die spezifische 
Expression von Genen genutzt, die von therapeutischem oder diagnostischem Nutzen sein 
können. Darüber hinaus wurde in der vorliegenden Arbeit gezeigt, dass der retrovirale 
Gentransfer mittels Co-Injektion von BFS-1 Fibrosarkomen mit GP+E86 Zellen zur 
selektiven Infektion einsprossender Gefäße des Tumorstromas nicht aber der Tumorzellen 
führte. Somit wurde ein zweites in vivo Modell zur endothelzellspezifischen Expression 
von Lodavin etabliert. In einem tumorzellspezifischen Modell konnte eine induzierbare 
Expression von Scavidin in Fibrosarkomen gezeigt werden. Da es derzeit nicht möglich 
ist, biotinylierte Therapeutika oder Diagnostika kommerziell zu erhalten, wurden erste 
Bindungsstudien mit Modellliganden durchgeführt und bestätigten die Funktionalität des 
Lodavin-Systems in vivo. Es konnte gezeigt werden, dass die systemische Applikation 




exprimierenden Zielgewebe führte. Um das Lodavin/Scavidin-System als 
gentherapeutisches 2-Schritt Modell für die Diagnostik oder für anti-angiogene Therapien 
von Tumoren zu etablieren, sollen in zukünftigen Arbeiten geeignete biotinylierte 
Konjugate mittels der vorgestellten in vivo Modelle systematisch ausgetestet werden. 
Die Neovaskularisierung von Tumoren bedarf einer fein regulierten transkriptionellen 
Kontrolle der an der Angiogenese beteiligten Gene. Hierbei spielt u.a. der 
Transkriptionsfaktor Ets-1 eine entscheidende Rolle, dessen transiente Expression mit der 
Aktivierung von Endothelzellen assoziiert ist. Untersuchungen an Modellen der 
physiologischen Angiogenese zeigten einen positiven Einfluss dieses Faktors auf eine 
Vielzahl endothelzellspezifischer Promotoren. Daher wurde in der vorliegenden Arbeit 
durch Überexpression der Deletionsmutante dnEts-1 untersucht, ob die Blockierung Ets-
1-abhängiger Signalwege für eine Hemmung der Tumorangiogenese ausreicht und 
Einfluss auf das Tumorwachstum nehmen kann. Die dominant-negative Wirkung der 
Mutante konnte in vitro durch Inhibierung des Ets-responsiven flk-1 Promotors bestätigt 
werden. Der retrovirale Gentransfer von dnEts-1 wurde am Co-Injektionsmodell von B16 
Melanomen sowie am endothelzellspezifischen Modell von BFS-1 Fibrosarkomen 
durchgeführt. In beiden Tumormodellen konnten trotz Hemmung der Flk-1 Expression 
jedoch keine Veränderungen der Tumorangiogenese oder der Tumorprogression bestätigt 
werden. Da Ets-1 ein Faktor in einem Komplex vieler Transkriptionsfaktoren ist, die die 
Expression an der Tumorangiogenese beteiligter Gene regulieren, sollen in zukünftigen 
Arbeiten zusätzliche Signalwege blockiert werden. So zielen Untersuchungen auf die 
Hemmung Hypoxie-induzierbarer Faktoren (HIF). Durch die endothelzellspezifische 
Expression von HIF2α gilt dieser als essentieller intrinsischer Faktor bei der Regulation 
der Hypoxieantwort im Endothel, wie sie im schnell proliferierenden Tumorgewebe 
auftritt. Darüber hinaus konnte ein positiver Einfluss dieses Transkriptionsfaktors auf eine 
Vielzahl an der Angiogenese beteiligter Promotoren demonstriert und eine synergistische 
Wirkung von HIF2α mit Ets-1 bei der Stimulierung der flk-1 Expression gezeigt werden 
(Elvert et al., 2003; Kappel et al., 1999). In der vorliegenden Arbeit wurde die dominant-
negative Wirkung der Deletionsmutante dnHIF2α durch Hemmung des HIF-responsiven 
flk-1 Promotors in vitro bereits bestätigt. Mit diesem Konstrukt sollen Retroviren 
generiert werden, die den Gentransfer zur Blockierung HIF-abhängiger Signalwege in 
vivo vermitteln. Die Auswirkung auf die Vaskularisierung von Tumoren, auch in Co-
Expression mit dnEts-1, soll in zukünftigen Studien untersucht und als mögliches anti-
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VII.1 Abkürzungen  
Abb  Abbildung 
Ang  Angiopoietin 
APS  Ammoniumpeoxodirsulfat 
ATP  Adenosintriphosphat 
Av  Avidin 
BAEC  bovine Aortenendothelzellen  
bp  Basenpaare 
bHLH  basisches Helix-Schleife-Helix Motiv 
BSA  Rinderserumalbumin  
cDNA  komplementäre Deoxyribonukleinsäure 
CS  bovines Kälberserum  
CMV  Cytomegalievirus 
CRE  zyklisches Adenosinmonophosphat (cAMP) responsives Element 
CREB  CRE bindendes Protein 
Da  Dalton 
DMEM Dulbecco’s modifiziertes Eagles Medium 
DMSO Dimethylsulfoxid 
DNA  Desoxyribonukleinsäure 
dNTP  Desoxy-Nukleosid-Triphosphat 
Dox  Doyzyklin 
DTT  Dithiothreitol 
E  Tag der Embryonalentwicklung 
EBS/ETS Ets Bindungsstelle 
ECM  extrazelluläre Matrix 
E.coli  Escherichia coli 
EDTA  Ethylendiamintetraacetat 
EGF  epidermaler Wachstumsfaktor  
ES-Zellen embryonale Stammzellen 
FAK  Fokaladhäsionskinase 
FCS  fetales Kälberserum 
FIH  HIF-1 inhibierender Faktor 




Flt-1  Fms-ähnliche Tyrosin-Kinase 
g  Erdbeschleunigung (9,81 m/sec2) 
GAPDH Glyzerinaldehyd-3-Phospho-Dehydrogenase 
GFP  grün fluoreszierendes Protein 
G418  Neomycin 
h  Stunde 
HBS  HIF2 Bindungsstelle 
HGF  Hepatozyten Wachstumsfaktor 
HIF   Hyopxie-induzierbarer Faktor 
HRE   Hyopxie-responsives Element 
HUE  humane Endothelzellen der Nabelschnur 
HUVEV humane Endothelzellen der Nabelschnurvene 
Ig  Immunglobulin 
IGF  Insulin ähnlicher Faktor 
kDa  Kilodalton 
KDR  Rezeptor mit inserierter Kinaseinsedomäne  
l  Liter 
LDL-R Rezeptor für Lipoproteine niedriger Dichte 
Luz  Luziferase 
LB  Luria-Bertani Medium 
M  Molar 
mA  Miliampere 
MAP  Mitogen-aktivierte Proteinkinase 
min  Minute 
ml  Mililiter 
mM  Milimolar 
MMP  Matrixmetalloproteinase 
mRNA Boten-Ribonukleinsäure 
NERF-2 neuer nuklärer Ets-ähnlicher Faktor-2 
NFκB  nukleärer Faktor κB 
NRP  Neuropilin 
OD  optische Dichte 
ODD  sauerstoffabhängige Zerstörungsdomäne 




PAGE  Polyacrylamidgelelektrophorese  
PAS  Per-ARNT-Sim Homolgie 
PBS  Phosphat gepufferte physiologische Kochsalzlösung  
PCR  Polymerase-Kettenreaktion  
p/e  Promotor und Enhancer des flk-1 Gens 
PDGF  platelet derived growth factor 
PFA                Paraformaldehyd 
PHD  Prolylhydroxylase 
PI3K  Phosphatidylinisitol-3’OH-Kinase 
PlGF  Plazenta Wachstumsfaktor 
PNT  pointed domaine 
PNV  perineuraler vaskulärer Plexus 
RLU  relative Lichteinheiten 
RNA  Ribonukleinsäure 
RT  Raumtemperatur 
RTK  Rezeptor-Tyrosin-Kinase 
RT-PCR Reverse Transkriptions-Polymerase-Kettenreaktion 
rtTA  reverser  Tc-antwortender Transaktivator  
pVHL  von Hippel Lindau Protein 
rpm  Rotationen pro Minute 
sAv  Streptavidin 
SDS  Natriumdodecylsulfat 
SR-A  Scavenger Rezeptor A 
SV40  Simian Virus 40 
Tab.  Tabelle 
TAE  Tris-Acetat-EDTA Puffer 
TAD  Transaktivierungsdomäne 
Tc  Tetrazyklin 
TE  Tris-EDTA 
TEMED Tetramethylendiamin 
TG  Transgen 
TGF  transformierender Wachstumsfaktor 
Tie  Tyrosinkinase mit Ig- und EGF Homologie-Domänen 




TNF  Tumornekrosefaktor 
Tris  Tris-(Hydroxyl)-Aminoethan 
tTA  Tc-antwortender Transaktivator 
tTS  Tc-antwortender Silencer 
Tween-20 Polyoxyethylensorbitanmonolaureat 
U  Unit 
UTR  untranslatierte Region 
UV  ultraviolett 
V  Volt 
VE-Cadherin Cadherin vaskulärer Endothelzellen 
VEGF  vaskulärer Endothelzell-Wachstumsfaktor 
vWF  vonWillebrand Faktor 
v/v  Volumen pro Volumen 
WT  Wildtyp 
w/v  Gewicht pro Volumen 
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